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ABSTRAKT 
Tato diplomová práce se zabývá stanovením L-karnitinu v potravních doplňcích. 
L-karnitin je látka přirozeně se vyskytující v organismu, nepostradatelná v metabolismu 
mastných kyselin. Jako součást potravních doplňků je užíván zejména při snižování tělesné 
hmotnosti, jako tzv.“spalovač tuků“ a velice oblíbený je i u sportovců ke zvyšování tělesného 
výkonu. Zatímco výše uvedené účinky nebyly doposud vědecky ověřeny, přibývá studií 
referujících o pozitivním vlivu karnitinu v medicíně a to zejména na kardiovaskulární 
systém. 
V literární části jsou popsány vlastnosti L-karnitinu, jeho funkce a současné využití ve 
výživě člověka. Dále je uveden přehled analytických metod používaných ke stanovení 
L-karnitinu ve vzorku. 
 V experimentální části byla zkoumána efektivita použití SPE metody k odstranění 
interferujících látek z matrice reálných vzorků. Pro izolaci L-karnitinu ze vzorku byla 
prokázána největší účinnost extrakce na kationtově výměnném sorbentu. Optimální 
podmínky ovšem nalezeny nebyly. L-karnitin byl stanoven v šesti různých potravních 
doplňcích chromatografickou metodou HPLC s obrácenými fázemi a UV-VIS detekcí. 
 
 
ABSTRACT 
This work deals with the determination of L-carnitine in food supplements. L-carnitine is 
a substance naturally occurring in organism, essential for metabolism of fatty acids. In food 
supplements is used especially for reducing body weight as a 'fat burner'. L-carnitine is 
popular with athletes for improve athletic performance. While data are not available to 
support these positive effects of carnitine, the positive results of carnitine supplementation in 
the medicine were found, mainly on cardiovascular system. 
The literary part of this study describes the properties and the use of carnitine in the diet of 
human. Furthermore, a review of methods used for determination of L-carnitine in variety of 
samples is mentioned. 
In the experimental section the efficiency of SPE method for preparation matrix of real 
samples was investigated. A cation exchange solid phase extraction seems to be the most 
effective. The optimal conditions for isolation of L-carnitine by SPE extraction were not 
developed. L-carnitine was determined in six various food supplements by reverse phase 
chromatography with UV/VIS detection.  
 
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
L-karnitin,  mastné kyseliny,  potravní doplňky, HPLC, UV-VIS detekce. 
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L-carnitine, fatty acids, food supplements, HPLC, UV/VIS detection. 
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1. ÚVOD 
Karnitin neboli kyselina 3-hydroxy-4-N-trimethylaminomáselná je látka vyskytující se 
v těle všech živočichů, bakterií a některých rostlin. Má nezastupitelnou roli v metabolismu 
tuků. Zprostředkovává transport mastných kyselin s dlouhým řetězcem přes mitochondriální 
membránu a současně zajišťuje i zpětný transport toxických zbytků β-oxidace. Karnitin je 
přijímán převážně potravou, největší množství je obsaženo v mase a mléčných výrobcích. 
Částečně je organismus schopen krýt svou potřebu endogenní syntézou, probíhající 
v ledvinách a játrech z aminokyselin lysinu a methioninu. Karnitin se vyskytuje ve formě 
dvou optických izomerů, z nichž pouze L-karnitin je biologicky aktivní. D-karnitin je nejen 
neúčinný, ale dokonce i toxický, proto je třeba striktně dbát na čistotu vyráběného 
L-karnitinu.  
L-karnitin se stal jedním z nejoblíbenějších potravních doplňků, určených především ke 
snižování hmotnosti a zvýšení tělesného výkonu. Zpočátku byl přidáván pouze do 
energetických nápojů, dnes už je však součástí širokého spektra výrobků, jako jsou tablety či 
koktejly. Rozšířilo se také podávání čistého L-karnitinu. Pro silnou hygroskopičnost se však 
používá čistý L-karnitin jen ve vodném roztoku. Do kapslí a koktejlů je nejčastěji přidáván 
L-karnitin-tartrát, ten je jen minimálně hygroskopický. 
Ke stanovení L-karnitinu je nejčastěji používána metoda vysoce účinné kapalinové 
chromatografie. I pro tuto práci byla vybrána metoda HPLC s obrácenými fázemi a UV/VIS 
detekcí.  
Tato diplomová práce vznikla ve spolupráci se Státní zemědělskou a potravinářskou 
inspekcí a navazuje na diplomovou práci Martina Váni zabývající se stanovením karnitinu 
v energetických nápojích. Byly vybrány různé druhy potravních doplňků. Největší pozornost 
byla soustředěna na úpravu vzorků koktejlů, obsahujících velké množství interferujících 
látek, především bílkovin a sacharidů.    
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
 
2.1 Popis a vlastnosti karnitinu 
 
2.1.1 Historie karnitinu 
Karnitin, endogenní sloučenina přítomná ve většině živočišných tkání, je zapojen do 
transportu aktivovaných mastných kyselin mezi buněčnými organelami, čímž zastává 
důležitou roli v metabolismu mastných kyselin a v produkci buněčné energie. V roce 1905 
byl karnitin poprvé objeven v extraktu kosterního svalstva skotu ruskými chemiky 
Gulewitchem a Krimbergem. Chemickou strukturu v roce 1927 experimentálně potvrdili 
Tomita a Sendju. Zjistili, že se jedná o dusíkatou látku podobnou aminokyselinám, kyselinu 
3-hydroxy-4-N-trimethylaminomáselnou. Název karnitin vychází z latinského Dafnis (maso). 
Od roku 1947 biochemik Fraenkel zkoumal možnosti jeho zařazení mezi vitamíny B. V roce 
1952 objevil, že karnitin je růstovým faktorem brouka Tenebrio molitor (potemníka 
moučného), a pojmenoval tak karnitin vitamínem BT (T jako Tenebrio). Od zařazení 
karnitinu mezi vitamíny se upustilo až poté, kdy bylo prokázáno, že organismus je do jisté 
míry schopen endogenní syntézy karnitinu z aminokyselin lysinu a methioninu. V roce 1955  
I. B. Fritz zjistil, že karnitin stimuluje oxidaci dlouhých řetězců mastných kyselin 
v mitochondriích. Téhož roku byl objeven enzym karnitinacetyltransferasa a Friedmann 
s Fraenkelem dokázali, že karnitin může být zpětně acetylován acetylkoenzymem A. Roku 
1963 byl objeven enzym karnitinpalmitoyltransferasa a o dvanáct let později enzym 
acylkarnitintranslokasa [1, 2, 3]. 
Z klinického a současně uživatelského hlediska má zásadní význam existence dvou 
optických isomerů L- a D-, z nichž však pouze L-forma je fyziologicky účinná. D-forma je 
nejen neúčinná, ale dokonce brání využití L-karnitinu v organismu. Na základě toho byly již 
v roce 1983 zakázány prostřednictvím Úřadu pro kontrolu potravin a léčiv (FDA) všechny 
výrobky obsahující D-karnitin. V 80 letech minulého století byla zahájena první 
biotechnologická metoda pro výrobu D/L  karnitinu , čistý L-karnitin se poté získával 
separací. Roku 1985 švýcarská společnost Lonza objevila nový biotechnologický proces, 
zajišťující přímou výrobu 100 % čistého L-karnitinu bez příměsi D karnitinu, odtud získala 
pro svůj výrobek obchodní značku a znak zajištění jakosti L-karnipur.  
Následovaly další výzkumy týkající se L-karnitinu a jeho metabolických účinků, zejména 
vlivu L-karnitinu na fyzický výkon sportovců. Dnes je L-karnitin komerčně vyráběn 
především jako potravní doplněk sloužící k rychlejšímu spalování tuků v lidském 
metabolismu, i když tyto účinky nebyly doposud žádnou vědeckou studií ověřeny [2, 3, 4]. 
 
2.1.2 Fyzikálně-chemické vlastnosti karnitinu 
Z chemického hlediska je karnitin kyselina 3-hydroxy-4-N-trimethylaminomáselná. Jde 
tedy o nízkomolekulární látku odvozenou od kyseliny β-hydroxy-γ-aminomáselné, která patří 
mezi nekódované aminokyseliny. Atom dusíku v molekule karnitinu poskytuje čtyři vazby, 
jedná se tedy o kvarterní amin, kde atom dusíku má kladný náboj. Třetí uhlík je asymetrický, 
proto vykazuje karnitin optickou aktivitu, tj. otáčí rovinu polarizovaného světla. Pouze 
levotočivá forma L-karnitin je biologicky účinná. Pravotočivý D-karnitin je nejen neúčinný, 
ale působí dokonce toxicky, neboť kompetitivně inhibuje transportní systémy pro L-karnitin, 
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a tím způsobuje jeho nedostatek v buňkách. Proto je kladen důraz na čistotu průmyslově 
vyráběného L-karnitinu [2, 6, 14].  
 
 
Obr. 2.1: Optické izomery karnitinu 
 
2.1.3 Homeostáza karnitinu 
V lidském těle se L-karnitinový pool skládá z neesterifikovaného L-karnitinu a několika 
esterifikovaných acylkarnitinových esterů. Nejdůležitějším z těchto esterů je acetylkarnitin 
(ALC). 90 až 95 % celkového karnitinu je soustředěno ve svalu a poměr mezi koncentrací 
karnitinu ve svalu a v plazmě je přibližně 50 : 1. Hodnoty celkového karnitinu jsou přibližně 
0,04–0,05 μmol/ml v plazmě a 3–4 μmol/ml v tkáních. U zdravých osob je karnitinová 
homeostáza udržována endogenní syntézou karnitinu, absorpcí  karnitinu přijatého stravou 
a eliminací a reabsorpcí v ledvinách. Množství syntetizovaného L-karnitinu se odhaduje na 
1,2 μmol/kg denně. Běžnou stravou přijme lidský organismus asi 2–12 μmol/kg L-karnitinu 
denně, z čehož 70–80 % je vstřebáno do krve. Průměrně tedy 25 % z celkového množství 
připadá na L-karnitin získaný endogenní syntézou a 75 % L-karnitinu je přijatých potravou 
[2, 3].  
 
Tab. 2.1: Výskyt L-karnitinu v lidském těle 
Orgán Karnitin v μmol/ml 
Kosterní svalstvo 3,96 
Srdce 4,80 
Játra 2,90 
Ledviny 1,00 
Lymphocyty 1,00 
Erytrocyty 0,24 
Ejakulát 0,3-0,5 
Mozek 0,30 
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2.1.3.1 Biosyntéza karnitinu 
Endogenní L-karnitin je syntetizován v játrech a v menší míře i v ledvinách a mozku ze 
dvou esenciálních aminokyselin L-lysinu a L-methioninu. Lysin zajišťuje zdroj dusíku 
a uhlíkatý řetězec, zatímco S-adenosylmethionin dodává tři methylové skupiny. Syntéza je 
závislá na adekvátním zásobování kyselinou nikotinovou, vitamínem B6, kyselinou 
askorbovou a železem. Nejprve dochází k methylaci lysinu S-adenosylmethioninem za účasti 
specifické lysinmethyltransferasy (ε-N-L-lysinmethyltransferasa) a vzniká ε-N-trimethyl-
lysin (1). Ten je dále hydroxylován v pozici beta ε-N-trimethyllysinhydroxylasou na 
β-hydroxytrimethyl-lysin (3) v reakci vyžadující α-ketoglutarát, O2, vitamín C a Fe2+ za sou-
časného uvolnění sukcinátu a CO2.β-hydroxytrimethyllysin je rozštěpen β-hydroxytrimethyl-
lysinaldolasou na γ-trimethyl-aminobutyraldehyd a glycin (4). γ-trimethylaminobutyraldehyd 
je postupně oxidován γ-trimethylaminobutyraldehyddehydrogenasou s využitím NAD+ na 
γ-butyrobetain (5). V konečné fázi je γ-butyrobetain hydroxylován γ-butyrobetain-
hydroxylasou opět v přítomnosti α-ketoglutarátu, O2, vitamínu C a Fe2 v pozici beta a vzniká 
tak L-karnitin (6). 
Zatímco přeměna ε-N-trimethyllysinu na γ-butyrobetain probíhá prakticky ve všech 
tkáních, enzym γ-butyrobetainhydroxylasa, který katalyzuje poslední krok biosyntézy 
karnitinu, je u člověka přítomen pouze v játrech, ledvinách a mozku. Předpokládá se, že 
γ-butyrobetain se z větší části tvoří v periferních tkáních (zejména v kosterních svalech) 
a odtud je transportován krví do syntetizujících tkání. Vzniklý karnitin je potom opět 
vyplavován do krve a vychytáván periferními tkáněmi. Z těchto tkání je pravděpodobně 
svalovina hlavním cílem transportu karnitinu.[1, 2, 3, 5]. 
 
 
 Obr.2.2: Biosyntéza karnitinu 
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2.1.3.2 Absorpce karnitinu 
Zdraví dospělí jedinci mohou karnitin získávat endogenní syntézou nebo jej přijímat 
v potravě. Exogenním zdrojem této esenciální živiny je především maso a mléčné výrobky. 
Jen velmi malé množství se vyskytuje v rostlinách. Výjimkou je např. avokádo a fermento-
vané sójové výrobky. Pestrá strava poskytne 20 až 200 mg L-karnitinu denně pro osobu 
vážící 70 kg, zatímco přísná vegetariánská strava je schopna zajistit pouze asi 1mg denně pro 
osobu o stejné hmotnosti. L-karnitin se v potravě vyskytuje jako volný karnitin, estery 
karnitinu nebo také jako acetylkarnitin. 
Přibližně 54–87 % karnitinu přijatého potravou je vstřebáno přes střevní (enterocytní) 
membrány. Hamilton a kol. [6] studovali příjem karnitinu ze vzorků střevní sliznice a zjistili, 
že karnitinová absorpce vyplývá ze dvousložkového systému, a sice pasivní difůze  
a aktivního transportu. Rebouche a Cherard [7] provedli farmakokinetickou studii, kde bylo 
zdravým osobám orálně podáno 2 až 6 g karnitinu, přičemž zjistili závislost množství 
podávaného karnitinu na biologické využitelnosti karnitinu. Biologická využitelnost 
doplňkového karnitinu byla 16 % při nízkých a 5 % při vysokých dávkách. Biologická 
využitelnost karnitinu přijatého stravou je podstatně vyšší.  
Méně je známo o metabolismu acetylované formy L-karnitinu a sice acetyl-L-karnitinu. 
Biologická využitelnost acetyl-L-karnitinu je považována za vyšší než u L-karnitinu. 
Výsledky experimentů prováděných in vitro ukazují, že acetyl-L-karnitin je částečně při 
střevní absorpci hydrolyzován. U osob, kterým byly podávány asi 2 g acetyl-L-karnitinu 
denně po dobu 50 dní, vzrostl obsah karnitinu v plazmě o 43 %. Odtud vyplývá, že je buď 
část acetyl-L-karnitinu absorbována bez hydrolýzy, nebo je L-karnitin reacetylován 
v enterocytu [10]. 
Střevní resorpce karnitinu přijatého potravou probíhá zejména v dvanáctníku a lačníku, 
méně v dolní části tenkého střeva. Bylo zjištěno, že karnitin je do buněk střevní sliznice 
poměrně lehce přijat, ale pomalu je vydáván do oběhu. Po perorálním podání se plazmatická 
hladina zvýší až po 8 hodinách. V substituční léčbě se proto doporučuje podávat spíše 
dlouhodobě malé dávky. Ke sníženému vstřebávání dochází za snížené dodávky energie, 
jako jsou např. stavy ischémie, při nedostatku iontu Na+, ale také za přítomnosti D-formy 
karnitinu, γ- butyrobetainového hydroxylasového inhibitoru (mildronát) a acetylkarnitinu.  
L-karnitin přijatý potravou i doplňkový karnitin, který není absorbován enterocyty, je 
degradován střevními bakteriemi do formy dvou hlavních produktů, trimethylaminu          
a γ-butyrobetainu. γ-butyrobetain je vyloučen stolicí, trimethylamin je efektivně absorbován 
a metabolizován do trimethylamin-N-oxidu, který se vylučuje močí [3, 5, 9, 14]. 
Tab. 2.2: Výskyt L-karnitinu v potravinách 
Typ potraviny Karnitin v mg/100 g 
čerstvé potraviny 
Typ potraviny Karnitin v mg/100 g 
čerstvé potraviny 
Skopové maso             210,0 Rajčata 2,9 
Jehněčí maso 78,0 Hrušky 2,7 
Hovězí maso 64,0 Jehněčí játra 2,6 
Vepřové maso 30,0 Kvasnice 2,4 
Králičí maso 21,0 Kravské mléko 2,0 
Mateřské mléko 14,0 Rýže 1,8 
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2.1.3.3 Transport karnitinu a regulace tkáňové distribuce 
Karnitinový transport byl studován převážně v izolovaných orgánech a kultivovaných 
buňkách. Byla prokázána existence aktivního transportního systému, který přenáší karnitin 
do buňky proti koncentračnímu gradientu, méně významný je pasivní přenos. Mezi buňkami 
jednotlivých tkání je velká variabilita v míře transportu karnitinu a z toho vyplývající rozdíly 
v jeho koncentraci. Experimenty karnitinového příjmu různými tkáněmi, s použitím buněk 
nebo organel, ukazují závislost transportu na sodíku, v závislosti na studovaných tkáních. 
V játrech byla prokázána nízká afinita transportu ke karnitinu, ale za to vysoká afinita 
transportu k butyrobetainu (hlavní prekurzor biosyntézy karnitinu). Játra tak hrají důležitou 
roli ve vylučování karnitinu do těla, zatímco butyrobetain snadněji vstupuje do přeměny 
v karnitin. Srdce a kosterní svaly, které obsahují více než 95 % celkového obsahu karnitinu, 
prezentují oba transporty jak s nízkou tak s vysokou afinitou. Ledviny, které hrají zásadní roli 
v homeostáze karnitinu, s reabsorpcí více než 90 % karnitinu, představují také duální 
transportní systém karnitinu s vysokou a nízkou afinitou transportu. 
Poslední studie popsaly různé karnitinové transporty. První z nich je organický kationtový 
transport OCTN (organic cation/carnitine transporter), představující aktivní transport 
stimulovaný NaCl. Zahrnuje vysokou afinitu transportu OCTN2, nízkou afinitu transportu 
OCTN1 a střední OCTN3. OCTN2 je silně zastoupen v ledvinách, méně v srdci, placentě, 
střevech a játrech. OCTN2 zajišťuje také transport acetylkarnitinu a propionylkarnitinu. 
V kosterním svalstvu podle experimentů OCNT2 chybí. OCNT1 má podobný profil 
tkáňového zastoupení jako OCNT2, zatímco OCTN3 je převážně zastoupen ve varlatech a je 
jedinečně zapojen do karnitinového transportního systému v peroxisomech u lidí. OCTN3 
není stimulován Na+. Jiným typem transportu s nízkou afinitou pro karnitin 
a propionylkarnitin(nikoliv však pro acetylkarnitin) je ATB0,+. Jde o Na+/Cl- zpražený 
aminokyselinový transport. Byl popsán u přímé tkáňové distribuce a je primárně zastoupen 
ve střevním traktu, v plicích, a prsních žlázách.  
 
 
 Obr. 2.3: Karnitinový systém. OCTN2 - organický kation/karnitin transport, CACT - karnitin/ 
acylkarnitintranslokasa,  CAT – karnitinacyltransferasa COT – karnitinoktanoyltransferasa,CPT I – 
karnitinpalmitoyltransferasa ICPT II – karnitinpalmitoyltransferasa II. 
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Tkáňová distribuce je alespoň částečně kontrolována hormony. Bylo prokázáno, že deficit 
glukagonu a insulinu vede ke snížení karnitinu v plazmě u lidí, stejně tak mohou mít vliv na 
distribuci karnitinu i pohlavní hormony a věk [2, 3, 10, 13]. 
 
2.1.3.4 Eliminace a ledvinová reabsorpce  
Ledviny jsou důležitým regulátorem karnitinové homeostázy. Zde je 90 až 95 % 
profiltrovaného karnitinu zpět reabsorbováno. Zbytek je vyloučen ve formě acylkarnitinů 
močí. Jedná se o množství 100–300 μmol/den, stolicí odchází jen asi 1 % močových ztrát. 
Proces reabsorpce je saturovatelný, závisí na gradientu Na+, tělesné teplotě a vykazuje 
strukturální specifičnost. Je-li překročen ledvinový práh při vysokých koncentracích v séru, 
je karnitin rychle vylučován močí. Ledvinová reabsorpce má tedy významnou úlohu 
v udržování homeostázy karnitinu [2, 3, 10]. 
 
2.1.4 Metabolické účinky L-karnitinu [2, 3, 15, 16] 
Karnitin je přirozenou součástí organismu, v němž hraje nezastupitelnou roli v řadě 
metabolických pochodů. Mezi nejdůležitější funkce karnitinu patří: 
? přenos mastných kyselin s dlouhým řetězcem do mitochondrie, kde probíhá jejich   
β-oxidace. 
? přenos štěpů triglyceridu z mitochondrie ven, což zvyšuje hladinu koenzymu A to 
následně přeměnu tuků na energii.  
? působí na metabolizmus cukrů a aminokyselin. 
? snižuje tvorbu kyseliny mléčné (laktátu) při fyzické zátěži. 
? ovlivňuje činnost štítné žlázy - karnitin má těsnou souvislost s činností štítné žlázy, 
která je odpovědná za tvorbu energie. Pokles aktivity se projeví přibýváním na 
hmotnosti. Karnitin použitý u osob trpících sníženou funkcí štítné žlázy dokáže 
aktivizovat přeměnu tuků na energii a tak zabránit zvyšování tělesné hmotnosti. 
Současně se omezí nepříznivé projevy hypofunkce žlázy, konkrétně fyzická i duševní 
únava.  
? snižuje riziko intoxikace amoniakem (například u pacientů s těžkými poruchami 
funkce ledvin nebo v důsledku hladovění nebo extrémní fyzické zátěže) - v této 
souvislosti spolupracuje s argininem a ornitinem.  
? zvyšuje aktivitu mozku tím, že ovlivňuje hladinu některých neurotransmiterů, 
například GABA a taurinu a tvorbu enzymů. 
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Obr. 2.4: Role karnitinu v mitochondriální a peroxisomální oxidaci mastných kyselin 
 
2.1.4.1 Přenos dlouhých řetězců mastných kyselin v mitochondriích 
Mezi nejdůležitější funkce karnitinu patří přenos aktivovaných mastných kyselin přes 
vnitřní mitochondriální membránu, což má zásadní význam pro jednu z nejdůležitějších 
metabolických drah, β-oxidaci mastných kyselin. Mastné kyseliny uvolněné procesem 
hydrolýzy z tukových zásob či potravy jsou transportovány krví do místa dalšího zpracování. 
Po přestupu do buňky je molekula mastné kyseliny v cytoplazmě aktivována jednou 
molekulou ATP, čímž získá makroergní charakter a může tak vstoupit do metabolických 
pochodů. Enzymy katalyzující tuto aktivaci (thiokinasy) jsou součástí vnější mitochondriální 
membrány. Vzniklý acyladenylát reaguje s univerzálním přenašečem aktivovaných zbytků 
kyselin a koenzymem A (CoA) za vzniku acyl-CoA, který ovšem není schopen proniknout 
mitochondriální membránou, aby předal molekulu mastné kyseliny do mitochondrií          
k β-oxidaci, proto používá karnitin jako svůj přenašeč. Aktivace nižších mastných kyselin 
a jejich oxidace může probíhat v mitochondriích nezávisle na karnitinu, ale acyl-CoA 
s dlouhým řetězcem nepronikají do mitochondrií a nemohou být oxidovány, dokud nejsou 
převedeny na acylkarnitiny. Enzym karnitin palmitoyltransferasa I, vyskytující se ve vnější 
mitochondriální membráně, tvoří s acyl-CoA s dlouhým řetězcem acylkarnitiny, které mohou 
pronikat do mitochondrií a zapojovat se tak do β-oxidace mastných kyselin. Jako výměnný 
transportér účinkuje enzym karnitinacylkarnitintranslokasa, nacházející se ve vnitřní  
mitochondriální membráně. Zprostředkovává transport acylkarnitinu dovnitř výměnou za 
karnitin transportovaný ven. Uvnitř mitochondrie potom acylkarnitin reaguje s intramito-
chondriálním CoA za katalýzy karnitinpalmitoyltransferasou II, vyskytující se na vnitřní 
straně vnitřní mitochondriální membrány. Tím se opět vytváří v mitochondriální matrix acyl-
CoA a uvolňuje karnitin, který je karnitinacyltranslokasou opět přenesen do cytoplazmy. 
Tento děj se opakuje a bývá nazýván „shuttle mechanismus“ (shuttle = kyvadlový) [2, 3, 5, 9, 
14]. 
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Obr. 2.5: Transport aktivovaných mastných kyselin (acyl-CoA) do mitochondrie. KPT I  
karnitinpalmitoyltransferasa I, KPT II  karnitinpalmitoyltransferasa II. 
 
2.1.4.2 Oxidace mastných kyselin v peroxisomech 
Karnitin je zapojen také do přenosu produktů peroxisomální β-oxidace z peroxisomů do 
mitochondrií. Na rozdíl od mitochondriální β-oxidace není karnitin v peroxisomech nutný 
přímo pro oxidaci, jelikož peroxisomová membrána obsahuje přímý přenašeč nebo permeasu 
pro acyl-CoA. Mastné kyseliny, většinou s dlouhým řetězcem, jsou pouze degradovány do 
kratších mastných kyselin, které jsou poté pomocí karnitinu transportovány z peroxisomů do 
mitochondrií k úplné oxidaci na vodu a oxid uhličitý v Krebsově cyklu [2, 3, 14].  
 
2.1.4.3 Vyrovnávání mitochondriálního poměru Acyl - CoA/CoA 
Karnitin neovlivňuje pouze metabolismus mastných kyselin, ale také produkci energie 
z aminokyselin a sacharidů. Předpokládá se, že snížením intramitochondriálního poměru 
acetyl-CoA/CoA dochází ke stimulaci aktivity pyruvátdehydrogenasového komplexu, což 
vede ke zvýšené oxidaci glukosy. Schopností regulovat tento poměr karnitin rozhoduje, 
bude-li přednostně stimulována β-oxidace mastných kyselin či oxidace glukosy [2, 3, 14]. 
 
2.1.4.4 Odstraňování potenciálních toxických acylových skupin 
Karnitinový regulační efekt může být využit také k regulaci špatně metabolizovaných 
a potenciálně toxických acylových skupin, pocházejících z xenobiotik či blokovaných 
metabolických cest. Tyto acylové skupiny jsou přeměněny na deriváty CoA, čímž 
vyčerpávají zásoby volného CoA. Transesterifikací těchto acyl-CoA s příslušnými 
acylkarnitiny následuje jejich exkrece močí a dochází tak k obnovení volné frakce CoA [2, 3, 
14].  
 
2.1.5 Deficit karnitinu 
Při nedostatku karnitinu dochází k poruše β-oxidace mastných kyselin, což má za následek 
výrazné metabolické změny v buňce. Energie je získávána alternativním procesem, převážně 
oxidací glukosy. Snižuje se intracelulární hladina draslíku, zvyšuje naopak koncentrace 
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sodíku a vápníku. Tvoří se edém buněk, dochází k poruše produkce ATP. Jelikož nedochází 
k odbourávání mastných kyselin, hromadí se v cytosolu a podléhají ve větší míře procesům 
oxidace a peroxidace lipidů, což může vést až k nekróze buněk. Dochází také k poruchám 
jaterních funkcí, které mají za následek vznik hyperamonémie a hypoglykémie, způsobené 
zvýšenou spotřebou glukosy jako zdroje energie. 
Rozlišují se dva základní typy deficitu karnitinu: primární a sekundární. Primární deficit, 
většinou geneticky podmíněný, je vzácný. Dělí se na systémový a myopatický. Systémový 
typ charakterizuje generalizovaný nedostatek karnitinu ve všech tkáních. V popředí jsou 
projevy kardiomyopatie, hepatopatie a mozkové encefalopatie. Systémový deficit se může 
projevit také jako tzv. Reye-like syndrom. Zahrnuje i ponámahové odumírání kosterního 
svalstva spojené se svalovou hypotonií a slabostí. Postižení upadají do kómatu, dochází 
k selhání srdce. Při myopatickém typu primárního deficitu dochází k akumulaci lipidů 
v kosterním svalstvu a projevuje se slabostí kořenového svalstva horních i dolních končetin. 
Dále byly popsány defekty základních enzymů zabezpečujících správný chod β-oxidace 
mastných kyselin. Deficience karnitinpalmitoyltransferasy I ovlivňuje pouze játra a má za 
následek snížení oxidace mastných kyselin a ketogenese doprovázené hypoglykémii. 
Deficience karnitinpalmitoyltransferasy II zasahuje primárně kosterní sval a při nejtěžších 
případech také játra. Inhibici karnitinpalmitoyltransferasy mohou způsobovat např. 
i hypoglykemicky působící sulfonylmočoviny (glyburid a tolbutamid).  
Sekundární deficit se vyskytuje u řady chorob: při postižení ledvin, hemodialýze, jaterní 
cirhóze, nedostatečnosti kůry nadledvin, u některých myopatií, AIDS, ischemické choroby 
srdeční, při vegetariánské dietě, skorbutu. Zvláště ohroženou skupinou jsou předčasně 
narozené děti, kde je deficit karnitinu  důsledkem nedostatečné biosyntézy nebo úniku 
ledvinami a může způsobit závažné stavy hypoglykémie, encefalopatické záchvaty a acidurii. 
Při léčbě sekundárního nedostatku karnitinu je třeba léčit základní příčinu onemocnění 
a snažit se – pokud je to možné – obohatit stravu o tzv. karnitinové báze, sestávající z lysinu, 
methioninu a vitaminu C. V indikovaných případech prokázaného nedostatku je možno 
přikročit k suplementaci karnitinem [5, 9, 14, 17, 18]. 
 
2.1.6 Výroba karnitinu 
 
2.1.6.1 Biotechnologické metody výroby karnitinu 
Karnitin může být vyráběn různými metabolickými drahami s použitím různých substrátů. 
Enzymatické a mikrobiální metody jsou rozděleny na dvě základní, používající buď 
racemické směsi nebo achirální prekurzory. Bylo zjištěno, že biotransformace achirálních 
sloučenin, jako jsou např. γ-butyrobetain, krotonobetain a 3-dehydrokarnitin prokazují lepší 
výsledky než biotransformace racemických směsí. Při použití racemické směsi lze převést do 
účinné formy l karnitinu maximálně 50 % substrátu, oproti tomu z biotransformace 
achirálních substrátů se získá L-karnitin s téměř 100% enantiomerickou čistotou a vysokými 
výtěžky. Mnoho prekurzorů je syntetizováno chemicky. Např. γ-butyrobetain je syntetizován 
jednoduchou trimetylací 4-aminobutanové kyseliny a crotonobetain je produkován dehy-
dratací D-karnitinu. 
Nejvíce využívány jsou dvě metody s použitím achirálních prekurzorů. Jedna preferuje     
γ-butyrobetain a druhá krotonobetain jako substrát. Od roku 1980 si mnoho světových 
společností nechalo patentovat bioprocesy na výrobu L-karnitinu (Seitetsu, Kyowa Hakko, 
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Chou Kaseihih, Toyo Jozo, Ajinomoto, Sigma Tau, Lonza, Nippon Pet Food, Yakult Honsha, 
Elf Aquitaine, Sanofi, aj.). Příkladem je italská firma Sigma Tau, jejíž metoda komerční 
výroby karnitinu spočívá v biotransformaci krotonobetainu pomocí kmenů Escherichia coli 
a  Proteus mirabilis.  
Švýcarská společnost Lonza vyrábí L-karnitin biotransformací z γ-butyrobetainu. Jako 
vhodný mikroorganismus pro biotechnologickou metodu byl vybrán kmen HK4, který se 
taxonomicky řadí mezi rody Agrobakterium a Rhizobium. Má vysokou homologii 
s mikroorganismem Rhizobium meliloti. Posunovou mutací se z něj podařilo vytvořit 
mikroorganismus HK13, který má ireverzibilně inaktivovanou karnitindehydrogenasu, čímž 
kvantitativně převádí γ-butyrobetain na L-karnitin a ten pak uvolňuje do prostředí. 
V současné době je používán nový rod HK1349, díky odolnosti vůči vyšším koncentracím 
produktu (> 7%), kmen HK4 byl inhibován již při koncentraci L-karnitinu kolem 3 %. 
 
 
Obr. 2.6: Biotransformace L-karnitinu z γ-butyrobetainu 
 
Ať už pro mikrobiální či enzymatické metody je využíváno mnoho různých 
mikroorganismů (viz tabulka 2.3). 
V produkci L-karnitinu se mohou uplatňovat jak klidové, tak i rostoucí buňky, ale 
i purifikované enzymy, příkladem je výroba L-karnitinu z 3 dehydrokarnitinu pomocí 
dehydrogenasy. V jednostupňovém kultivačním procesu jsou preferovány buňky klidové. 
Jako zdroj uhlíku a dusíku pro biotransformaci L-karnitinu se uplatňuje převážně glukosa, 
glutamát, acetát, betain či glycerol.  
Pro výrobu L-karnitinu se používají dva optimální způsoby biotransformace, kontinuální 
s recyklem a fed-batch proces. Lonza vyvinula kontinuální proces, ve kterém vzrostla 
produkce karnitinu oproti fed-batch procesu 4–5krát. Objemová produktivita kontinuálního 
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procesu s recyklem je 5,4 g/l/h. Je tedy dosahováno vysokých výtěžků (více než 95 %). 
Výsledný produkt ovšem obsahuje kromě čistého L-karnitinu ještě 5–10 % γ-butyrobetainu, 
tudíž musí následovat dvě rekrystalizace isobutanolem pro získání enantiomerní čistoty více 
než 99 % L-karnitinu. Fed-batch proces má oproti tomu nižší objemovou výnosnost než 
kontinuální, nicméně ziskem více než 99 % čistého L-karnitinu se výroba podstatně 
zjednoduší a celkový proces je tak ekonomicky výhodnější. Po biotransformaci L-karnitinu 
následuje několik purifikačních kroků. Nejdříve musí být provedena separace biomasy, 
většinou pomocí ultrafiltrů. Roztok se dále odbarvuje a zbavuje organických látek absorpcí 
na aktivním uhlí, odsoluje pomocí elektrodialýzy, suší a v případě kontinuálního procesu je 
nutná rekrystalizace k odstranění γ-butyrobetainu z produktu [19, 21, 24]. 
 
Tab. 2.3: Mikroorganismy používané při výrobě L-karnitinu z chirálních a achirálních 
substrátů a jejich enzymová aktivita.  
 Substrát Aktivita Mikroorganismus 
crotonobetain 
L-karnitin 
dehydratasa 
E. coli, Proteus mirabilis, Acinetobacter 
lwoffi, Achromobacter xylosoxydans 
γ-butyrobetain 
γ-butyrobetain 
hydroxylasa 
HK4, HK13, HK1349, Saccharomyces 
cerevisiae, Penicillium, Rhizopus, Mucor, 
Actinomucor, Neurospora, Aspergillus, 
Achromobacter, Pseudomonas, Nocardia 
crassa 
A
ch
irá
ln
í p
re
ku
rz
or
y 
3-
dehydrokarnitin 
L-karnitin 
dehydrogenasa 
(NADH závislý) 
Agrobacterium, Pseudomonas 
D, L-
karnitinnitril 
Nitrilasa Corynebacterium sp. 
D, L-acyl-
karnitin 
Acyl-L-karnitin 
esterasa 
Fusarium oxysporum sp. lini, 
Corynebacterium, Bacillus, Pseudomonas 
D, L-
karnitinamid 
Karnitin amidasa
Pseudomonas sp., DSM 6320 (Agrobacterium 
nebo Sphingomonas sp.) 
D, L-karnitin 
Karnitin 
racemasa 
Pseudomonas sp., E. coli R
ac
em
ic
ké
 sm
ěs
i 
 
D(+)-karnitin 
asimilace 
Acinetobacter calcoaceticus Acinetobacter 
lwoffi 
 
2.1.6.2 Chemické metody výroby karnitinu 
Pro průmyslovou výrobu L-karnitinu byla navržena řada chemických procesů, z nichž 
nejznámější jsou asymetrické syntézy, chemické vícestupňové racemizace, rozlišení přes 
diastereoizomerické deriváty apod. Příkladem může být metoda navržena Bellamym a kol. 
[11], která probíhá jako šestistupňová a využívá jako výchozí látku oba enantiomery 
R a S kyseliny jablečné. V nedávné době Marzi a kol. [12] popsali enantioselektivní syntézu, 
kde je jako počáteční materiál využit glycerol. Pouze karnitin vyrobený biologicky je ovšem 
zcela prostý D-formy. Při výrobě karnitinu chemickou cestou vzniká současně i D-forma, 
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kterou pak nelze ve finálním produktu zcela oddělit, proto je jen minimum chemických 
metod využíváno v praxi pro komerční výrobu karnitinu [21]. 
 
2.2 Současné využití karnitinu ve výživě člověka 
Karnitin je kofaktorem enzymatického systému, zapojeným do transportu dlouhých 
řetězců mastných kyselin přes mitochondriální membránu. Od této fyziologické role 
karnitinu již nebylo daleko k hypotéze, že karnitin může fungovat jako spalovač tuků, jelikož 
optimalizuje oxidaci tuků, čímž redukuje jejich ukládání. Přestože tyto účinky nebyly 
doposud žádnou vědeckou studií ověřeny, stal se karnitin hitem mezi dietními přípravky. 
Studie provedená na potkanech [26] naopak dokázala, že podávání karnitinu nepodporuje 
snižování tukové hmotnosti. Potkani (samci 200 g) byli rozděleni do čtyř skupin: srovnávací 
(C), netrénovaní doplnění (S), trénovaní (T), trénovaní doplnění (TS). Trénink byl tvořen 
výcvikem plavání (60 minut denně po dobu 6 týdnů). Během posledních 14 dnů před 
vyčerpáním (před smrtí), skupiny S a TS přijaly denní dávky L-karnitinu (28 mg/kg). 
Výsledky byly následující: trénink úspěšně indikuje úbytek tuku v mrtvém zvířeti (28 %) ve 
srovnání se skupinou C. Oproti tomu, zvýšený obsah karnitinu v mitochondrii u skupiny TS, 
nijak nezvýšil ztrátu tukové hmotnosti způsobenou vytrvalostním tréninkem. Odtud tedy 
plyne, že vytrvalostní trénink, spíše než obsah karnitinu, je majoritním faktorem při 
snižování tukové hmotnosti  
Karnitin se stal i atraktivním doplňkem výživy sportovců či návštěvníků fitcenter. Méně je 
známo, že karnitin je využíván také jako doplněk stravy zvířat (závodních koní, psů, holubů). 
Přibývá také vědeckých studií, která referují o účincích karnitinu u nemocných lidí [17]. 
V ČR je karnitin registrován jako výživový doplněk. Látka není zařazena mezi dopingové 
prostředky. Je distribuován různými výrobci či dodavateli, je ovšem třeba striktně dbát na 
čistotu vyráběného L-karnitinu, jelikož enantiomer D-karnitin je pro organismus toxický. Pro 
silnou hygroskopičnost se používá čistý karnitin jen ve vodném roztoku pro perorální užití 
nebo v injekcích pro intravenózní použití. Do kapslí se používá nejčastěji L-karnitin-tartrát, 
protože je jen minimálně hygroskopický. [13, 14]. 
 
2.2.1 Účinky karnitinu ve sportu  
Zda má zvýšený příjem karnitinu pozitivní vliv na sportovce, zejména co se týká zvýšení 
sportovního výkonu je velmi diskutovaným tématem. Přestože mnohá zjištění o funkci 
karnitinu v našem těle nasvědčují prospěšnosti zvýšeného příjmu tohoto doplňku v potravě 
zejména při nadměrné fyzické zátěži, žádný přesvědčivý a seriózní důkaz pro tento 
předpoklad doposud podán nebyl. 
 Karnitin hraje důležitou roli v bioenergetice kosterního svalu. Snížená koncentrace 
karnitinu v kosterním svalu má za následek zhoršení svalové funkce. Tento jev vede 
k domněnce, že doplnění karnitinu  může zlepšit funkci kosterního svalu a sportovní výkon 
zdravého jedince. Navzdory této hypotéze, 20 let výzkumu nepřineslo přesvědčivý důkaz 
o tom, že by doplňkový karnitin mohl zlepšit sportovní výkon. Zde je uvedeno několik 
faktorů, které vyvrací účinky doplňkového karnitinu na sportovce: 
? obsah karnitinu ve svalu je pevně daný a hodnoty tak nelze snadno zvyšovat 
doplňováním [27], 
? není jasné, zda doplnění karnitinu  může pozměnit regulaci palivové homeostázy,  
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? nejsou k dispozici testy dostatečně citlivé k měření malých změn sportovního výkonu 
jako výsledek doplnění karnitinem [27], 
? po perorálním podání (tedy tak, jak ho drtivá většina sportovců užívá) se do krevního 
oběhu dostane pouze 5-15% karnitinu, velká část se ze zažívacího traktu nevstřebá 
[22] 
? hladiny karnitinu v krvi jsou velmi přísně regulovány, při jejich zvýšení se okamžitě 
zvyšuje vylučování karnitinu močí [25], 
? v neposlední řadě jsou tu studie [20] prováděné na souborech plavců a maratónců, 
kdy se ukázalo, že množství karnitinu ve svalech po jeho dodávce se nezměnilo, 
a podávání tak ztrácí význam. 
Ačkoliv nejsou dostupná data k potvrzení pozitivního efektu karnitinu na sportovní výkon, 
negativní účinky také nebyly prokázány. Na druhou stranu existují studie, které ukazují, že 
suplementace sportovců karnitinem před vrcholovými závody i během tréninku vede 
většinou ke snížení koncentrace kyseliny mléčné v krvi po anaerobním výkonu, vyšší 
maximální aerobní kapacitě a k menšímu riziku svalových zranění [23]. 
 
2.2.2 Použití karnitinu v medicíně 
Řada experimentálních studií potvrdila účinky karnitinu v terapii. Existuje velké množství 
klinických důkazů, které dokazují klíčovou roli L-karnitinu při udržování zdravého 
kardiovaskulárního systému. Karnitin je soustředěn v srdečním svalu, který získává většinu 
energie oxidací mastných kyselin. U pacientů, jejichž srdce selhalo, byla zjištěna nízká 
hladina myokardiálního L-karnitinu [2]. Studie ukazují, že karnitin je schopen redukce 
poškození myokardu po ischémii a obnovení průtoku krve působením proti toxickým 
účinkům volných mastných kyselin a zlepšením metabolismu cukrů. L-karnitin prospívá také 
lidem, kteří trpí angínou pektoris. V poinfarktovém období snižuje nebezpečí náhlé srdeční 
smrti a srdečního selhání [3]. Má také prokazatelné pozitivní účinky při tzv. přerušovaném 
kulhání, způsobeném bolestí nohou při chůzi vyvolanými omezeným zásobováním 
kosterních svalů dolních končetin v důsledku onemocnění hlavních tepen. Podávání 
L-karnitinu prokazatelně zlepšilo schopnost chůze pacientů trpících touto chorobou [2]. 
K dalším léčebným účinkům karnitinu patří zlepšování odbourávání glukosy z krve 
u diabetiků, pozitivně ovlivňuje mužskou plodnost, posiluje přirozenou obranyschopnost, 
zlepšuje činnost mozku, byl prokázán pozitivní vliv karnitinu na Alzheimerovu demenci, 
Reyův syndrom, apod [18].  
Karnitin je důležitou součástí výživy kojenců. Zatím není jisté, zda novorozenci, 
především předčasně narození, ale i mladší kojenci jsou schopni dostatečné syntézy 
karnitinu. Dobrým zdrojem karnitinu v tomto věkovém období může být pouze mateřské 
mléko. Pokud je z různých důvodů zavedena umělá výživa, může docházet k nedostatku 
karnitinu. Obdobná situace je u tzv. alternativního stravování, zejména pak u vegetariánství. 
Ze zdravotního hlediska vegetariánská dieta nejvíce ohrožuje rostoucí organismus, tj. 
především kojence a adolescenty, v graviditě však také vyvíjející se plod. 
Vzhledem k vysokým nákladům registrace není karnitin u nás registrován jako lék, je 
k dostání jako zahraniční lék, přičemž jeho cena je nejméně pětinásobná ve srovnání s cenou 
dietního přípravku. Léčba karnitinem je bezpečná, několikagramové dávky snáší dobře i děti. 
Průměrná dávka pro dospělou osobu je 1–2 gramy čistého karnitinu denně, analogicky 
u karnitin tartrátu jsou to 2–3 gramy. Vedlejší účinky jsou prakticky zanedbatelné, někdy 
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přechodné zažívací obtíže. Interakce s jinými léky nejsou známé. Léčba karnitinem by měla 
být dlouhodobá, nejméně měsíční [17]. 
 
2.2.3  Nejčastěji používané formy L-karnitinu [28, 29, 30]  
 
L-Karnitin báze 
Systematický název:  
3-Hydroxy-4-(trimethylamonium)butanoát 
Strukturní vzorec: 
 
 
 
Molekulový vzorec: 
 
C7H15NO3 
 
Charakteristika a vlastnosti: 
Bílé nebo bezbarvé krystalky nebo bílý krystalický prášek. Jedná se o 100 % čistou 
krystalickou formu L-karnitinu. 
Molekulová hmotnost 161,2 g/mol. 
Rozpustnost ve vodě 2500 g/l. 
Teplota tání 208–212 °C. 
pH 6.5~8.5. 
 
Výhody: výborná rozpustnost v tekutinách, vysoká využitelnost a vstřebatelnost v krvi, má 
zásaditou povahu a proto nezpůsobuje pálení žáhy. 
 
Nevýhody: je silně hygroskopický a nestálý, což znamená, že pouhá přítomnost vzdušné 
vlhkosti způsobuje jeho degradaci a následnou změnu struktury, kterou provází nepříjemný 
„rybí zápach“. Proto je vyloučeno použití L-karnitinu báze ve formě tablet a kapslí. 
 
Použití: L-karnitin báze je stabilní ve formě tekutých koncentrátů, jednorázových nápojů 
a ampulí. 
 
L-Karnitin orotát 
Systematický název: 
R – [3- karboxy- 2-hydroxypropyl(trimethylamonium)]orotát 
 
Strukturní vzorec: 
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Molekulový vzorec: 
 
C7H16NO3.C5H3N2O4;C12H19N3O7 
 
Molekulová hmotnost 333.34 g/mol. 
 
D/L-Karnitin hydrochlorid 
Systematický název: 
3-Hydroxy-4-(trimethylamonium)butanoát hydrochlorid; 
 
Strukturní vzorec: 
 
 
 
Molekulový vzorec: 
 
C7H15NO3.HCl  
 
Charakteristika a vlastnosti:  
Krystalická či tekutá forma, L-karnitin vázaný v soli (chlorid). Je to jediná sůl karnitinu, 
která se používá také ve formě roztoku.  
Molekulová hmotnost 197.66 g/mol. 
Teplota tání 190–205 °C. 
pH 2.5~2.9. 
 
Výhody: vysoká stabilita, nejvyšší obsah L-karnitinu (81,5 %) v rámci forem vazby na sůl. 
 
Nevýhody: pomalé vstřebávání, asi desetkrát nižší než u formy L-karnitin tartrát. 
Použití: je vhodnou formou pro tvorbu tablet a kapslí, uplatnění nachází zejména v lékových 
formách. 
 
L-Karnitin fumarát 
Systematický název: 
(R)-[3-karboxy-2-hydroxypropyl(trimethylamonium)]fumarát 
 
Strukturní vzorec: 
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Molekulový vzorec: 
 
C7H16NO3.C4H3O4;C11H19NO7 
 
Charakteristika a vlastnosti :  
Bílý krystalický prášek, vysoce rozpustný ve vodě, molekulární vazba kyseliny fumarové      
a L-karnitinu.  
Molekulová hmotnost 277.27 g/mol. 
pH 3.0~4.0. 
Obsah l karnitinu 58.5 2.0% 
Obsah kyseliny fumarové 41.5 1.0% 
 
Výhody: kromě stabilizačního účinku se kyselina fumarová jako metabolit Krebsova cyklu 
aktivně podílí na regeneraci buněčné energie. 
 
Nevýhody:  L-karnitin fumarát obsahuje pouze 58 % čistého L-karnitinu. 
 
Použití: vhodná forma pro tvorbu tablet a kapslí. 
 
O-Acetyl-L-karnitin hydrochlorid 
Systematický název: 
(R)-[3-acetoxy-4-(trimethylamonium)]butyrát hydrochlorid;  
 
Strukturní vzorec: 
 
 
 
Molekulový vzorec: 
 
C9H17NO4.HCl  
Charakteristika a vlastnosti: 
Bílé krystalky nebo bílý krystalický prášek, rozpustný ve vodě. Bioaktivní vysokoenergetická 
forma L-karnitinu ve formě esteru. Obsahuje 78 % čistého L-karnitinu. 
Molekulová hmotnost 239.70 g/mol. 
Teplota tání 194°C. 
pH 2.0-3.0.  
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Výhody: kromě klasických účinků L-karnitinu je díky své vynikající prostupnosti               
tzv. „mozkovým palivem“(podílí se na tvorbě acetylcholinu), což má pozitivní účinky na 
redukci stresu a deprese. Cíleně se používá u některých onemocnění a poruch činnosti 
mozku. 
 
Nevýhody: vyšší cena 
 
Použití: vhodná forma pro výrobu tablet a kapslí. 
 
L-Karnitin-L-tartrát 
Systematický název: 
(R)-Bis [3-karboxy-2-hydroxypropyl(trimethylamonium)] L-tartrát 
 
Strukturní vzorec: 
 
 
 
Molekulový vzorec: 
 
C18H36N2O12 
 
Charakteristika a vlastnosti: 
 
Bílý krystalický prášek, sůl L-karnitinu. Mění se fyzikální vlastnosti: má kyselou reakci, 
snižuje se rozpustnost ve vodě a mění se také pach – není cítit po amoniaku. 
Molekulová hmotnost 472.49 g/mol. 
pH 3,5 až 4,0. 
 
Výhody:  vysoká stabilita, která blokuje nežádoucí hydroskopické vlastnosti L-karnitinu báze. 
 
Nevýhody:  L-karnitin tartrát obsahuje pouze 68 % čistého L-karnitinu, zbytek, tedy 32 % 
tvoří sůl. S tímto faktorech je potřeba počítat při přepočtu dávky. Díky vazbě na sůl je také 
mírně zpomalena rychlost vstřebávání L-karnitinu. 
 
Použití:  L-karnitin tartrát je vhodnou formou pro tvorbu tablet, kapslí a tyčinek. 
 
L-Karnitin magnezium citrát  
Systematický název: 
(R)-Bis [3-karboxy-2-hydroxypropyl(trimethylamonium)] L-tartrát 
 
Strukturní vzorec: 
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Molekulový vzorec: 
C7H15NO3.C6H6MgO7 
 
Charakteristika a vlastnosti: 
Krystalická forma, sloučenina L-karnitin báze a hořečnaté soli kyseliny citrónové. 
Molekulová hmotnost 375.61 g/mol. 
Rozpustnost ve vodě: : > 500 g/l (20°C). 
Teplota tání : > 250°C. 
Vzhled: bílé nebo bezbarvé granulky. 
pH 3.5–5.5. 
 
Výhody: kyselina citrónová a hořčík hrají důležitou roli při tvorbě buněčné energie 
a stabilizace L-karnitin báze. 
 
Nevýhody: obsahuje pouze 40 % čistého L-karnitinu 
Použití: vhodná forma pro tvorbu tablet a kapslí. 
 
Mikroenkapsulace 
Charakteristika: technologie tzv. mikrokapsulí. Karnitin ve formě báze je „opouzdřen“ 
pomoci nenasycených mastných kyselin a ethyl celulózy, což umožňuje jeho stabilizaci bez 
použití solí či tekuté formy. 
Výhody: vysoká využitelnost. 
Nevýhody: vysoká cena. 
Použití: ve formě kapslí s obsahem 85 % čistého L-karnitinu. 
 
2.3  Metody stanovení karnitinu 
Karnitinu je věnována obrovská pozornost v mnoha biochemických, metabolických 
a toxikokinetických studiích, existuje proto řada metod stanovení zahrnující např. 
enzymatické a radioenzymatické stanovení, spektrofotometrii, HPLC metodu s UV nebo 
fluorimetrickou detekcí, tandemovou hmotnostní spektrometrii, plynovou chromatografii, 
elektromigrační metody apod.  
První stanovení karnitinu bylo popsáno s použitím larvy brouka Tenebrio molitor 
(potemníka moučného) a bylo založeno na růstu larvy v přítomnosti testovacího materiálu ve 
srovnání se známým množstvím karnitinu. Kvůli nedostatečné přesnosti, specifitě a citlivosti 
nebyla tato biologická metoda vhodná ke kvantitativnímu stanovení karnitinu v biologických 
tekutinách a tkáních. 
Chemické metody, založené na tvorbě barevných komplexů mezi kvartérní amoniovou 
skupinou karnitinu a sloučeninami chromoforu, jako bromfenolová modř, byly vyvinuty 
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koncem roku 1950. Tyto kolorimetrické metody, ačkoliv znamenaly výrazné zlepšení oproti 
biologické metodě s použitím larvy, nebyly stále ještě dostatečně specifické a citlivé[1, 3]. 
     
2.3.1 Enzymatické stanovení 
Významného pokroku ve stanovení karnitinu dosáhli až Marquis a Fritz roku 1964 
[citace] se svou enzymovou metodou. Tato metoda je založena na konverzi L-izomeru 
karnitinu na acetylkarnitin pomocí reverzibilního enzymu karnitin acetyltranferasy 
s použitím acetyl-CoA jako substrátu. 
                                         CAT 
L-karnitin + acetyl-CoA           acetylkarnitin + CoASH(enzymatická metoda) 
DTNB + CoASH       TNB(λ 412 nm) + CoAS-SNB 
 
Volný karnitin a acyl-karnitin je stanoven po odstranění proteinů, s nebo bez alkalické 
hydrolýzy acylkarnitinu reakcí katalyzovanou přidáním karnitin acetyltransfe-
rasy. Volný CoA reagující s 5,5´-dithiobis-2-nitrobenzolovou kyselinou (DTNB) produkuje 
thiofenolátový ion, který je spektrofotometricky stanoven při 412 nm [1, 3]. 
 
2.3.2 Hmotnostní spektrometrie 
Karnitin a acylkarnitin jsou sloučeniny polární, termolabilní a nestabilní, proto je 
s úspěchem používána ke stanovení i metoda hmotnostní spektrometrie. K ionizaci jsou 
využívány mírné metody, např. ionizace nárazem rychlých atomů (FAB), termosprejem, 
a v poslední době ionizace elektrosprejem (ESI), která umožňuje spojení hmotnostní 
spektrometrie s kapalinovou chromatografií. 
Millington a kol. [34] propagovali tandemovou kvadrupólovou hmotnostní spektrometrii 
s FAB ionizací (FAB-MS/MS) pro analýzu karnitinu a acylkarnitinů jako methylderivátů, po 
esterifikaci jejich karboxylové skupiny ze vzorků moči, plazmy a zaschlé krevní skrvny. 
Metoda využívá fakt, že acylkarnitinové methylové estery produkují charakteristický 
fragmentový ion při m/z 99, při disociaci indukované srážkou, způsobenou ztrátou funkce jak 
kvartérního dusíku (jako trimethylamin) tak acylové části. Karnitin a acylkarnitin vykazují 
excelentní hmotnostní spektra z FAB iontového zdroje.  
Vysoká citlivost a specifita byla obdržena při metodě ESI-MS/MS, která umožňuje 
analýzu karnitinu a acylkarnitinů jako butyl nebo methylesterů ze vzorků moči, plazmy 
a kapek krve. Je úspěšně aplikována při vyšetření novorozenců, selektivním vyšetření, 
posmrtném vyšetření ze vzorků žluči a v prenatální diagnostice ke zjištění dědičných 
metabolických poruch. Detekční limity byly mezi 0,02 a 0,2 µmol/l [3, 33]. 
 
2.3.3 Elektromigrační metody 
Jelikož je karnitin amfoterní sloučeninou, vykazující permanentní pozitivní náboj 
za kyselých podmínek (pKa = 3,8), je ideálním kandidátem pro stanovení elektromigračními 
metodami, kde principem separace složek vzorku je rozdílná rychlost jejich migrace, neboť 
nabité částice různých složek se v určitém prostředí liší svou elektroforetickou pohyblivostí.  
Ke stanovení karnitinu a acylkarnitinů v potravních doplňcích se využívá převážně 
kapilární zónová elektroforéza a kapilární izotachoforéza, kdežto pro lidské biologické 
 27
vzorky je s úspěchem používána i kapilární elektroforéza v kombinaci s hmotnostní 
spektrometrií [3, 14, 32]. 
 
2.3.3.1 Kapilární izotachoforéza 
Byl použit elektroforetický analyzátor EA 100 (LABECO-VILLA, Slovensko). Separace 
byla provedena v PTFE předseparační kapiláře (90 mm × 0.8 mm) spojené s analytickou 
PTFE kapilárou (90 mm × 0.8 mm). Zóny byly detekovány vodivostním detektorem. 
Koncovým elektrolytem byla 10 mM octová kyselina a vedoucím elektrolytem 40 mM 
octová kyselina a 20 mM NH4OH. Separace se uskutečnila s kationaktivním módem 
a konstantní proud dosahoval v předseparační kapiláře 250 μA a v analytické kapiláře 25 μA. 
Analýza probíhala 25 minut [14]. 
 
2.3.3.2 Kapilární zónová elektroforéza 
Byl použit elektroforetický analyzátor EA 101 (Villa-Labeco, Slovensko) s FEP kapilárou 
(90 mm × 0.3 mm) a 3DCE (Hewlett-Packard, USA) s kapilárou z křemenného skla – 
efektivní délky 255 mm, průměru 50 μm pro nepřímou UV detekci. Vlnové délky pro detekci 
byly 254 nm (EA 101) a 200 nm(3DCE). Řídící elektrolyt (5 mM TRIS + 7 mM 
H3PO4 + 0.5 mM chinin) byl stejný pro oba systémy. Analýza trvala 6 minut. 
Pro stanovení karnitinu s přímou detekcí byl využit přístroj 3DCE-Hewlett-Packard 
s diodovým polem jako detektorem operujícím při vlnových délkách 200, 205 a 254 nm 
a kapilárou z křemenného skla(255 mm ×50 μm) termostatovanou při 25 °C. Řídícím 
elektrolytem byl 15 mM TRIS a 25 mM H3PO4. Analýza trvala 10 minut. Kapilární zónová 
elektroforéza byla použita pro stanovení karnitinu v potravních doplňcích [14, 32]. 
 
2.3.4 Plynová chromatografie 
Karnitin a jeho estery jsou nestabilní nad 100°C, čehož využili Lewin a kol. [31] k analýze 
karnitinu pomocí GC. V přítomnosti NaOH a NaBH4 byl karnitin rozložen při 160 °C na 
oxybutyrolakton a potom na 4-butyrolakton, který byl analyzován jako karnitin.  
Plynová chromatografie je využívána zejména díky možnosti kombinace s MS detekcí, 
poskytující nejen vysokou citlivost a specifitu, ale i informace o struktuře látky. GC-MS byla 
aplikována ke kvalitativnímu stanovení karnitinu ze vzorku moči a  ke kvantitativnímu 
stanovení v plazmě [3]. 
 
2.3.5 Vysoce účinná kapalinová chromatografie 
Vysoce účinná kapalinová chromatografie byla pro stanovení karnitinu použita v těchto 
modifikacích: 
1. HPLC s fluorescenční detekcí pro stanovení karnitinu v biologických vzorcích jako je 
plazma, mléko a svalovina hovězího masa. Byla použita fluorescenční detekce při 
vlnových délkách excitace 248 a emise 418 nm. Mobilní fází byla směs 30% acetonitrilu 
s 0.1 M octanem amonným ve vodě (pH 3.5) upravená kyselinou octovou, průtok činil 
1.5 ml/min. Všechny biologické vzorky byly deproteinovány hydroxidem barnatým 
a heptahydrátem síranu zinečnatého před samotným stanovením. Kalibrační křivka 
vykazovala dobrou linearitu, přesnost a správnost byla také dostatečná [35]. 
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2. HPLC metoda s obrácenými fázemi pro stanovení karnitinu v energetických nápojích. 
Byla použita kolona LC-NH2, mobilní fáze acetonitril/fosfátový pufr (65:35,v/v). 
L-karnitin a D/L-karnitin HCl byly detekovány spektrofotometricky při vlnové délce 205 
a 210 nm. Linearita odezvy detektoru byla prokázána v rozmezí koncentrací standardu 
0,5 - 100µmol/ml [36]. 
3. HPLC metoda s UV detekcí pro stanovení volného karnitinu v lidské semenné plazmě. 
Byla použita SiO2 kolona. Mobilní fázi tvořila směs acetonitril-citrátový pufr (obsahující 
12 mmol/l triethanolaminu, pH 5,0). Byl zvolen průtok 1,2 ml/min. Jako vzorek byl 
použit ejakulát. Před analýzou byly bílkoviny vzorku sráženy směsí acetonitrilu 
a methanolu (9 : 1, v/v). Volný karnitin byl derivatizován do formy esteru, absorbujícího 
UV při 260 nm. Metoda poskytla výtěžek 91,6–96,5 % [37]. 
4. HPLC metoda s předkolonovou derivatizací a fluorescenční detekcí pro stanovení  
karnitin chloridu ve farmaceutických výrobcích. Karnitin chlorid byl derivatizován reakcí 
s pyren-1-karbonylkyanidem (PCC) v dimethylsulfoxidu. PCC derivát karnitinu byl poté 
použit pro kvantitativní HPLC analýzu na koloně s katexem. Detekce byla fluorescenční 
a kalibrační křivka byla lineární při koncentraci analytu od 2 do 20 µg/ml. Detekční limit 
byl 0,5 µg/ml [38].  
5. HPLC metoda s fluorescenční detekcí pro stanovení karnitinu a acylkarnitinů ve vzorku 
moči. Vzorky moči byly přečištěny extrakcí na pevné fázi latexovou kolonou. 
Extrahovaný karnitin a acylkarnitiny reagovaly s 3-bromomethyl-6,7-dimethoxy-1-
methyl-2(1H)-chinoxalinonem jako fluorescenčním derivatizačním činidlem a byly 
separovány a detekovány HPLC s gradientovou elucí. Analytická přesnost dosahovala 
více než 96 % pro karnitin a 70 až 96 % pro acylkarnitiny (v závislosti na druhu 
acylkarnitinu). Mez detekce byla 103 nmol/ml pro karnitin, 19 nmol/ml pro 
acetylkarnitin, a 0,5–10,5 nmol/ml pro jiné acylkarnitiny [39]. 
6. HPLC metoda s hmotnostní spektrometrií pro stanovení karnitinu a acylkarnitinů ze 
vzorku moči. Metoda využívá extrakci na pevné fázi s katexem a separace je provedena 
bez derivatizace během 17 minut na koloně C8 s obrácenými fázemi. Jako detektor byl 
použit hmotnostní spektrometr s iontovou pastí a kvantifikace byla uskutečněna v MS-
MS módu. Validace pro vodné standardy byla v rozsahu 0,75 a 200 µmol/l v závislosti na 
sloučenině. Výtěžky byly mezi 95,2 a 109,0 % [40]. 
7. HPLC metoda s hmotnostním detektorem s iontovou pastí pro stanovení karnitinu 
a acylkarnitinů v lidské plazmě. Po odsolení proteinů a kationtově výměnné extrakci na 
pevné fázi následuje derivatizace karnitinu a acylkarnitinů pentafluorofenacyl 
trifluoromethansulfonátem. Separace probíhá metodou HPLC s obrácenými fázemi na C8 
koloně a detekce za použití MS s iontovou pastí. Výtěžek karnitinu a acylkarnitinu byl 
77–85 % [41]. 
8. Iontově výměnná chromatografie s nepřímou konduktometrickou detekcí pro stanovení 
karnitinu v potravních doplňcích. Základem je nepolární kolona (C18)  a eluentem je 
vodný octansulfonát (0,64 mM) okyselený trifluoroctovou kyselinou (5,2 mM). 
Pracovalo se v izokratickém módu s nastaveným průtokem 1,2 ml/min při teplotě 25 °C. 
Retenční čas byl 5,4 minuty a kalibrační křivka dosahovala linearity v rozsahu 
koncentrací analytu 10–1000 µg/ml, s detekčním limitem 2.7 μg/ml. Tato metoda byla 
použita pro stanovení karnitinu ve formě orálně podávaných roztoků a kapslí a poskytla 
výtěžek 97,7–99.7 % [42]. 
 29
2.4  Vysoce účinná kapalinová chromatografie 
Chromatografické metody jsou separační analytické metody, využívající k dělení složek 
směsi mnohonásobného opakovaného vytváření rovnovážných stavů složek mezi dvěmi 
fyzikálně odlišnými fázemi, z nichž jedna je nepohyblivá (stacionární fáze) a druhá 
pohyblivá (mobilní fáze). Vzorek se umístí na začátek stacionární fáze a pohybem mobilní 
fáze přes stacionární je touto soustavou unášen, v závislosti na schopnosti vzorku poutat se se 
stacionární fází. Objev chromatografie je připisován ruskému botanikovi, fyziologovi 
a biochemikovi M.S. Cvetovi, který v roce 1906 v uspořádání kapalina-adsorbent jako první 
rozdělil na sloupci sorbentu listová barviva (chlorofyly a karotenoidy). 
Kapalinová chromatografie umožňuje využití všech možných mechanismů separace – 
adsorpci, iontovou výměnu, rozdělování na základě různé rozpustnosti, molekulově sítový 
efekt či specifické interakce v afinitní chromatografii. Je charakterizována používáním 
kapaliny jako mobilní fáze a na rozdíl od plynové chromatografie rozhodují o separaci složek 
vzorku nejen jejich interakce se stacionární fází, ale zároveň i použitá mobilní fáze. 
Kapalinová chromatografie je ve srovnání s plynovou chromatografií mnohem méně citlivá 
na teplotu kolony a průtokovou rychlost mobilní fáze. Je však citlivá na složení a pH mobilní 
fáze. V klasické kapalinové chromatografii byla skleněná trubice délky asi 0,5 m a průměru 
asi 2 cm, dole zakončena fritou a kohoutem plněna zrnitým sorbentem (oxid hlinitý). Na 
horní vrstvu bylo dávkováno malé množství vzorku a přidána mobilní fáze. Při postupu 
kolonou byly složky vzorku mobilní fází eluovány a separovány na základě různých elučních 
časů, při kterých opouštěly spodní část kolony. Klasické kolonové provedení nemělo 
potřebnou účinnost a bylo příliš pomalé, jelikož průtok mobilní fáze přes stacionární byl 
zprostředkován pouze gravitační silou, ale stalo se základem vysoce účinné kapalinové 
chromatografie (High Performance Liquid Chromatography – HPLC), přičemž vyšší 
účinnosti bylo dosaženo zmenšením zrníček sorbentu, která kladou prostupující kapalině 
značný odpor. Proto je nutno pracovat při vysokém tlaku [43, 44, 45, 46, 47]. 
 
2.4.1 Instrumentace HPLC 
Kapalinový chromatograf je tvořen těmito částmi: zásobníky s mobilní fází, čerpadlo, 
dávkovač, kolona a detektor. Složení mobilní fáze může zůstávat stálé (izokratická eluce), 
nebo se během analýzy mění pomocí směšovacího zařízení (gradientová eluce). Kapalina je 
do kolony čerpána pístovými nebo membránovými čerpadly. Obvykle pracují dvě čerpadla 
tak, aby na sebe navazovaly fáze výtlaku a fáze sání. Řízení čerpadla mikroprocesorem 
zaručuje vyhlazení tlakových pulzů. K dávkování vzorku jsou používány injekční stříkačky 
zhotovené z inertního materiálu, aby nekontaminovaly vzorek. Injekční zařízení může být 
ovládáno ručně i automaticky. V současné době bývají injekční systémy stále častěji 
nahrazeny dávkováním obtokovým dávkovacím kohoutem. Kolony se používají pouze 
náplňové. Zpravidla se jedná o nerezovou trubici o vnitřním průměru okolo 4 mm a délce 
typicky 5–25 cm, která je naplněna stacionární fází. Metoda HPLC využívá tyto typy 
detektorů: spektrofotometrický detektor (UV-VIS), fluorescenční detektor, hmotnostní 
spektrometr, refraktometrický detektor a další. Nejčastěji používaným detektorem je detektor 
spektrofotometrický (UV-VIS) a fluorescenční. Podmínkou použití těchto detektorů je, aby 
daný analyt absorboval záření určité vlnové délky (UV-VIS detekce) anebo aby emitoval 
flourescenční záření (fluorescenční detekce). Pokud analyt sám o sobě neabsorbuje záření 
v oblasti UV-VIS nebo neemituje fluorescenční záření, je nutná derivatizace vzorku (vzorek 
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je chemickou reakcí převeden na sloučeniny, které mají požadované vlastnosti - absorpce 
UV-VIS, fluorescence)[44, 47, 48]. 
 
 
 
Obr. 2.7: Instrumentace HPLC chromatografu 
   
 2.4.2 Popis HPLC analýzy 
Mobilní fáze je ze zásobní láhve vedena přes vysokotlakou pumpu do kolony, z ní do 
detektoru a dále pak do odpadu. Dávkovačem je do proudu mobilní fáze nadávkován vzorek 
(řádově několik málo μl). Vzorek je unášen mobilní fází do kolony, kde dochází k separaci 
jednotlivých složek. Při průchodu separované látky kolonou přejde každá molekula vzorku 
mnohokrát z protékající mobilní fáze (eluent) do stacionární fáze (sorbent) a zpět. Doba, 
kterou setrvá separovaná látka v sorbentu (retenční čas) závisí na velikosti interakcí a určuje 
pořadí, v jakém složka vychází z kolony. Čím větší jsou interakce separované látky se 
stacionární fází, tím větší je hodnota retenčního času či objemu. Výstup z kolony vede do 
detektoru, kde jsou jednotlivé složky detekovány. Signál z detektoru je zaznamenáván 
pomocí PC a tisknut v podobě chromatogramu [45, 47].  
 
2.4.3 Analytické vyhodnocení chromatogramu  
Výsledkem HPLC analýzy je chromatogram neboli eluční křivka, což je závislost signálu 
(odezvy) detektoru na retenčních charakteristikách (retenční čas či objem). V případě 
dobrého rozdělení směsi odpovídá každý pík na chromatogramu jedné ze složek směsi. 
Poloha píku na ose x uváděná pomocí retenčního času (určeno podle polohy vrcholu) určuje, 
o jakou látku se jedná (kvalitativní analýza), plocha píku (nebo jeho výška) určuje 
koncentraci látky ve směsi (kvantitativní analýza). Identifikace píků (látek) se provádí tak, že 
se za stejných experimentálních podmínek na stejné separační koloně provede analýza 
předem připravené směsi o známém kvalitativním složení, tzv. standardní směs. Pokud se 
retenční časy píků na chromatogramu neznámé směsi shodují s retenčními časy píků směsi 
o známém složení, pak se jedná o stejné látky. Koncentrace látek ve směsi se určuje z ploch 
nebo výšek píků metodou kalibrace [44, 45, 46].  
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2.4.4 Retenční charakteristiky 
Charakteristickou veličinou pro každou chromatografickou látku v daném chromato-
grafickém systému je retenční (eluční) čas tR či retenční (eluční) objem VR.  Retenční čas je 
čas od nástřiku vzorku na kolonu až po objevení se maxima píku dané složky a analogicky 
retenční (eluční) objem je objem mobilní fáze od nástřiku látky do kolony až po maximum 
eluční křivky. Tyto dvě veličiny vzájemně souvisí vztahem: 
 
mRR FtV ⋅= ,            (2.1) 
 
kde Fm je objemový průtok mobilní fáze (objem proteklý za jednotku času). 
Jelikož k dělení dochází na stacionární fázi, a v systému jsou i volné prostory, kterými 
mobilní fáze musí rovněž protéci, aniž dochází k dělení, stanovuje se vhodněji redukovaný 
retenční objem VR´ (analogicky redukovaný tR´), což je retenční objem zmenšený o mrtvý 
objem VM.  
 
MRR VVV −=´ ,           (2.2) 
 
kde mrtvý objem kolony VM je objem eluentu, který musí projít kolonou, aby se 
nezadržovaný analyt dostal od počátku ke konci kolony. Často odpovídá VM 
objemu mobilní fáze v koloně. Mrtvý čas kolony tM je retenční čas analytu, který není 
v koloně zadržován, tj. analytu, který se pohybuje kolonou stejnou rychlostí jako mobilní 
fáze. Redukovaný retenční čas tM´ je čas, který příslušný analyt stráví ve stacionární fázi [43, 
44, 48]. 
 
2.4.5 Účinnost chromatografické kolony 
Účinnost kolony charakterizuje, jak moc se zóny separovaných látek na koloně rozšiřují. 
Mírou účinnosti chromatografické kolony je: 
a) Počet teoretických pater dané kolony, přičemž teoretickým patrem se rozumí segment 
chromatografického sloupce umožňující za daných fyzikálních podmínek ustavení rovnováhy 
mezi množstvím stanovované látky v obou fázích. 
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kde j je analyt; tR,j  retenční čas analytu; tM mrtvý retenční čas; w1/2,j šířka píku(analytu) 
v polovině jeho výšky; wj šířka píku analytu . 
 
 b) Výškový ekvivalent teoretického patra H 
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kde L je délka chromatografického lože[44, 45, 48]. 
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Obr. 2.8: Chromatografický záznam analytu a nesorbujícího se inertu. 
 
2.4.6 HPLC s reverzní fází (RP-HPLC)  
Metoda HPLC existuje jako tzv. „normální“ a „reverzní“. V původní adsorpční kapalinové 
chromatografii byla využívána polární stacionární fáze (silikagel) a nepolární mobilní fáze 
(hexan, heptan). Zvýšení polarity mobilní fáze snižuje retenční čas analytů. Separace závisí 
na interakci složek s polární stacionární fází. Nejméně polární analyt je eluován jako první, 
protože je nejméně mísitelný se stacionární fází. Toto uspořádání chromatografického 
systému je nazýváno jako HPLC s normálními fázemi (NP-HPLC). Tato metoda je vhodná 
pro separaci polárních látek, ovšem interakce polárních látek se stacionární fází může být tak 
silná, že k vyloučení analytu z kolony dojde za nepřiměřeně dlouhou dobu. Proto byla 
vyvinuta metoda, kde polarita mobilní a stacionární fáze je opačná, jde o tzv. HPLC 
s obrácenými fázemi (RP-HPLC). Stacionární fáze je nepolární a mobilní fáze polární. Jako 
stacionární fáze se používá modifikovaný silikagel, na kterém jsou chemicky vázány různě 
dlouhé alkylové řetězce, nejčastěji se používá C8 a C18. Jako mobilní fáze je obvykle 
používáno polární rozpouštědlo, většinou voda s přídavkem polárních organických 
rozpouštědel, kterými jsou např. alkoholy, acetonitril a aceton. Retence složek roste s jejich 
klesající polaritou a zvětšující se nepolární části molekul. RP-HPLC se hodí pro látky 
jakékoliv polarity [43, 44].  
 
2.5  Extrakce na pevné fázi SPE(Solid Phase Extraction) 
Extrakce na pevné fázi je separační technika, jejímž principem je selektivní zadržování 
molekul látky na tuhém sorbentu, přes který protéká vzorek. Využívá se chemických 
vlastností molekul, které v důsledku mezimolekulových interakcí ulpívají na sorbentu. 
Sorbenty jsou tvořeny částicemi o velikosti okolo 50 μm, které kladou protékající kapalině 
značný odpor. Jsou uzavřeny v kolonce fritami z polyethylenu, případně oceli nebo 
polytetrafluorethylenu. Průtok kapalin vedených přes kolonku bývá urychlen třemi 
metodami: 
? vakuem na výstupu z kolonky  
? centrifugací 
? tlakem na vstupu kolonky 
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Sorbentem bývá nejčastěji modifikovaný silikagel, přičemž nejpoužívanější je silikagel 
modifikovaný oktadecylem (C18-silikagel) a oktylem (C8-silikagel). Uplatňují se ale 
i silikagely modifikované ethylovou, cyklohexylovou, fenylovou a aminopropylovou  
skupinou. Při volbě vhodného sorbentu musíme zvážit podstatu analytu, vlastnosti matrice 
vzorku a hlavních interferujících látek a koncový analytický postup[44, 45]. 
 
2.5.1 Postup SPE extrakce [44] 
1) Úprava vzorku před extrakcí 
Cílem je připravit vzorek, jehož fyzikální a chemické vlastnosti podporují zadržení analytu 
v sorbentu (kolonce). Tuhý vzorek musí být převeden do kapalného stavu, jelikož SPE 
metoda byla vyvinuta pouze pro kapaliny. Pokud je kapalina příliš viskózní, je nutná filtrace 
či centrifugace, aby nedošlo k zanesení pórů sorbentu. 
 
2) Kondicionace kolonky 
Kondicionací kolonky se vytváří v sorbentu prostředí umožňující zadržování analytu. 
Kolonka je promýváná  pufrem o vhodném pH, přičemž kondicionační rozpouštědlo bývá 
často shodné s elučním. 
 
3) Aplikace vzorku na kolonku 
Vzorek se nalije na kolonku a nechá se dostatečně dlouho protékat. Dochází zde k sorbci 
analytu na sorbent. 
 
4) Promývání kolonky 
Účelem promývání kolonky je selektivní odstranění interferujících složek vzorku, aniž by byl 
eluován analyt zachycený v sorbentu. 
 
5) Eluce analytu 
 
Posledním krokem SPE extrakce je vymytí analytu z extrakční kolonky. Kolonka je 
promývána rozpouštědlem, které eluuje analyty z vázaných fází.  
 
 
 
Obr. 2.9: Postup SPE extrakce  
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
 
3.1 Chromatografický systém a podmínky separace 
 
HPLC systém: 
Vysokotlaké izokratické čerpadlo Waters 1515, UV/VIS dvoukanálový detektor Waters 
2487, termostatovaná kolonová skříň. Tento systém byl ovládán pomocí softwaru Breeze 
(Waters, Massachusetts). 
 
Chromatografické podmínky: 
Chromatografická kolona: SUPELCOSIL LC-NH2, 250 x 4,6 mm, 5 μm 
Mobilní fáze: ACN/ 0,05 M roztok KH2PO4, 65 : 35 (v/v) 
Průtok: 0,8 ml/min 
Nástřik: 20 μl 
UV detekce: 205 nm 
Teplota kolony: 25 °C 
 
Kolona byla před jednotlivými analýzami promývána mobilní fází po dobu 30 minut při 
průtoku 0,8 ml/min. 
  
3.2 Chemikálie, přístroje, roztoky, pomůcky 
 
Chemikálie a roztoky: 
? acetonitril, R CHROMASOLV for HPLC, 99,9%, Sigma-Aldrich, Švýcarsko 
? KH2PO4, 99%, LACHEMA, Brno, ČR 
? H3PO4, 85%, CHEMAPOL, Praha, ČR 
? KOH, min. 85%, Penta,Chrudim,  ČR 
? L- carnitine, > 99, 8 %, Merck, Německo 
? D/L-carnitine chloride, > 99%, FLUKA, Švýcarsko 
? O-acetyl-L-carnitine HCl, > 99%, FLUKA, Švýcarsko 
? L-carnitine fumarate, Sigma Tau, Itálie 
? L-carnitine-L-tartrate, Aminomax, Pohořelice, ČR 
? síran zinečnatý krystalický, Lachema, Brno, ČR 
? roztok hydroxidu amonného, 25 %, Fluka, Švýcarsko 
? CH3OH > 99, 8 %, Penta, Chrudim, ČR 
? petrolether, Penta, Chrudim, ČR 
? chloroform G.R, Lach-Ner, s.r.o, Neratovice, ČR 
? voda pro HPLC, SCHARLAU CHEMIE S. A., Španělsko 
? zásobní roztoky 1g/l L-karnitinu, D/l karnitin chloridu, karnitin fumarátu                    
a O-Acetyl-L-karnitin HCl.   
? standardní roztoky o koncentracích 4, 10, 20, 30, 50 mg/l 
? roztoky vzorků 
? mobilní fáze ACN/0,05 M roztok KH2PO4, 65 : 35 
? 1 M hydroxid draselný 
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Přístroje a pomůcky:  
? analytické váhy BBL 32, Boeco Germany, Německo  
? ultrazvuk K5 Kraintek, s.r.o (Slovinsko) 
? pH metr MPH 372, MONOKRYSTALY s.r.o., Turnov 
? extrakční jednotka, Supelco, USA 
? běžné laboratorní sklo 
? injekční stříkačky, 2 ml, Chirana T. Injecta, a.s, SR 
? mikrofiltr 0,22 µm, Millipore, Carrigtwohill, Co. Cork, Irsko 
? mikrofiltr nylon 0,45 µm, LABICOM s.r.o, Olomouc, ČR 
? třecí miska s tloučkem 
? kolonka SPE OASIS MCX, Waters, Irsko 
? kolonka SPE NH2, ISOLUTE, Anglie 
? kolonka SPE C18-E, Strata, Chromservis, ČR 
 
3.3 Popis vzorků 
Confit energy – pastilky s karnitinem s příchutí višně. Doplněk stravy s náhradním 
sladidlem. Příznivě ovlivňuje fyzickou aktivitu a vitalitu, podporuje tvorbu energie z tuků, 
napomáhá redukci váhy. Složení: Sorbitol, mannitol, regulátor kyselosti (kyselina jablečná), 
stearát hořečnatý, extrakt jahoda, aroma višeň, L-karnitin tartrát (2.5 mg v 1 pastilce), 
náhradní sladidla (E951, E950, E959). Výrobek není určen pro děti do 3 let. Obsahuje zdroj 
fenylalaninu. Nevhodné pro nemocné fenylketonurií. Výrobce firma Walmark, a.s (Třinec, 
ČR). 
 
Syrovátkový nápoj Linie s ananasem – nápoj na bázi syrovátky s vyšším obsahem 
bílkovin, nízkým glykemickým indexem a řadou dalších funkčních složek napomáhá udržet 
optimální hmotnost. Složení: směs mléčných bílkovin, sušená syrovátka (26 %), ovesná 
vláknina, lecitin, vitamíno-minerální premix, L-karnitin (1 g/100 g), přírodně identické 
aroma, náhradní sladidlo aspartam a acesulfam K. Výrobek není vhodný pro děti, těhotné 
a kojící ženy. Výrobce firma ASP CZECH, s.r.o. (ČR). 
 
Ultra diet shake – Koktejl určený pro redukční program. Složení: Maltodextrin, krystalická 
fruktosa, syrovátková bílkovina, kaseinát sodný, kaseinát vápenatý, HCA, L-karnitin tartrát 
(0,5 g/100 g), extrakt Garcinia Cambogia, chitosan, vláknina z akácie, inulin, sojový lecitin, 
guma guar a xanthan, přírodní a přírodně identické aroma, barvivo, vitamínový a minerální 
premix. Výrobce firma Aminostar (ČR). 
 
Lady slim – Koktejl určený pro redukční program. Složení: bílkoviny, tuky, sacharidy, 
minerály, vláknina, L-karnitin(0,25 g/100g), chrom, HCA. Výrobce firma Penco (Praha, ČR). 
 
Via linia – výživový doplněk určený na podporu redukce tělesné hmotnosti. Porcované 
v nálevových sáčcích. Složení: zelený čaj (33%), jablko (30%), arónie černoplodá (7%), 
čekanka (7%), L-karnitin - L-vínan 5% (v 1 nál. sáčku je 68 mg L-karnitinu), pomerančová 
kůra (5%), lékořice (3%), regulátor kyselosti (kyselina jablečná), skořice, aroma (jablkové, 
citronové), kofein (5 mg/100 ml). Obsahuje lékořici – není vhodné pro osoby s hypertenzí. 
Přípravek není dále vhodný pro děti, těhotné a kojící ženy. Výrobce firma „BELIN“ (Polsko). 
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Poděbradka linie aktiv – minerální voda sycená, se sladidly s obsahem rozpustné vlákniny 
a L-karnitinu. Složení: minerální voda, kyselina citrónová, aroma ananasu a jablka, rozpustná 
vláknina 100 mg/100 ml, L-karnitin 10 mg/100 ml, antioxidant: citronan sodný, sladidla: 
aspartam, acesulfam K. Obsahuje více fluoridů než 1,5 mg/l – není vhodná pro pravidelnou 
konzumaci kojenci a dětmi do 7 let věku. 
 
3.4 Metody 
 
3.4.1 Příprava standardních roztoků o koncentraci 1 g/l 
Na analytických vahách bylo naváženo 0,1028 g L-karnitinu, kvantitativně převedeno do 
100 ml odměrné baňky a doplněno HPLC vodou po rysku. Vznikl zásobní roztok L-karnitinu 
o koncentraci 1 g/l. 
Ze zásobního roztoku bylo do 50 ml odměrných baněk postupně odpipetováno 0,3, 0,5, 
1,0 a 2,5 ml a doplněno HPLC vodou po rysku. Vznikly standardní roztoky o koncentraci 4, 
10, 20 a 50 mg/l. Stejným způsobem byly připraveny standardní roztoky O-Acetyl-L-karnitin 
HCl, karnitin fumarátu a D/L-karnitin chloridu. Všechny roztoky byly uchovávány 
v chladničce. 
 
3.4.2 Příprava mobilní fáze 
Příprava fosfátového pufru o koncentraci 0,05 M: 
Na analytických vahách bylo naváženo 6,805 g KH2PO4 a rozpuštěno v 1000 ml HPLC 
vody. S použitím 1 M H3PO4 nebo 1 M KOH bylo pH fosfátového pufru při laboratorní 
teplotě upraveno na 5,3. 
 
Příprava mobilní fáze: 
Odměrným válcem bylo do zásobní lahve odměřeno 65 objemových dílů acetonitrilu a 35 
objemových dílů připraveného fosfátového pufru. 
 
Každá nově připravená mobilní fáze byla odplyněna v ultrazvukové lázni po dobu 10 minut. 
 
3.4.3 Úprava vzorků před HPLC analýzou  
 
3.4.3.1 Filtrace 
a) 25 g koktejlu Ultra shake diet bylo rozpuštěno ve 150 ml vody (připraveno dle návodu na 
obale). K filtraci byla použita frita a filtrační papír(125). Zkoušeno bylo i odstředění 
vzorku(4000 otáček, 10 minut).  
b) Tentýž vzorek byl ředěn na koncentraci 1 g vzorku do 50 ml HPLC vody. K filtraci byl 
použit mikrofiltr 0,45 μm.  
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3.4.3.2 Extrakce kapalina-kapalina 
Slepý pokus 
V dělící nálevce byla 10 minut třepána směs 10 ml roztoku standardu L-karnitinu 
o koncentraci 50 mg/l a 10 ml roztoku chloroformu. Po ustálení hladin byla organická fáze 
oddělena. Vodná fáze byla analyzována. 
 
Vzorek 
Na analytických vahách bylo odváženo 2,0564 g koktejlu Ultra Shake, kvantitativně 
převedeno do 50 ml odměrné baňky a HPLC vodou doplněno po rysku. Takto připravený 
roztok byl zfiltrován přes filtrační papír a 10 ml filtrátu bylo převedeno do dělící nálevky. 
K filtrátu bylo přidáno 10 ml chloroformu. Se směsí bylo třepáno 10 minut.  
 
Stejným postupem byla provedena extrakce petroletherem. 
 
3.4.3.3  Srážení bílkovin Carrezovými činidly 
Na analytických vahách bylo naváženo 0, 5082 g koktejlu Linie Syrovátka, kvantitativně 
převedeno do 50 ml odměrné baňky a HPLC vodou doplněno po rysku. Do 100 ml odměrné 
baňky bylo z takto připraveného roztoku odebráno 20 ml. Jelikož jsou Carrezova činidla 
účinná především v kyselém prostředí, pH papírkem byla ověřena kyselost připraveného 
vzorku.  Ke vzorku bylo přidáno 5 ml Carrezova činidla I. a po důkladném promíchání 5 ml 
Carrezova činidla II. Vzorek byl opět promíchán, doplněn HPLC vodou po rysku, 10 minut 
ponechán v klidu a poté filtrován přes skládaný filtrační papír. Před nástřikem na kolonu byl 
vzorek nasán injekční stříkačkou přes mikrofiltr (0,45 µm).  
 
Příprava Carrezova činidla I 
Na analytických vahách bylo naváženo 51 g ZnSO4.7H2O, kvantitativně převedeno do 250 
ml odměrné baňky a doplněno destilovanou vodou po rysku. 
 
Příprava Carrezova činidla II 
Na analytických vahách bylo naváženo 37,5 g K4Fe(CN)6.3H2O, kvantitativně převedeno 
do 250 ml odměrné baňky, rozpuštěno a doplněno destilovanou vodou po rysku. 
 
3.4.3.4 Extrakce na pevné fázi 
1) Účinnost C18-E kolonek 
a)  Stanovení účinnosti C18-E kolonek bylo provedeno s roztokem standardu acetyl-L-
karnitin HCl o koncentraci 50 mg/l. Před nástřikem vzorku byla kolonka nejdříve 
kondiciována 6 ml methanolu a 6 ml HPLC vody. Na kolonku byly poté aplikovány 2 
ml vzorku. Kolonka byla promyta 6 ml HPLC vody a k eluci analytu bylo použito 6 
ml methanolu. 
b)  Kolonka byla kondiciována 10 ml MeOH a 10 ml HPLC vody. Poté byly aplikovány 
3 ml vzorku. K promytí kolonky bylo použito 10 ml H2O a k eluci analytu 10 ml MF.  
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2) Účinnost NH2 kolonek 
a) Stanovení účinnosti NH2 kolonek bylo provedeno s roztokem standardu Acetyl-L-
karnitin HCl o koncentraci 50 mg/l. Kolonka byla kondiciována 10 ml MF, poté bylo 
aplikováno 5 ml vzorku. K promytí kolonky bylo použito 10 ml směsi hexanu 
s isopropanolem (8 ml hexan + 2 ml isopropanol) a k eluci analytu 10 ml MF.  
b) Kolonka byla kondiciována 10 ml MeOH a 10 ml HPLC vody. Poté byly aplikovány 
3 ml vzorku. K promytí kolonky bylo použito 10 ml H2O a k eluci analytu 10 ml MF.  
 
3) Účinnost MCX kolonek 
Stanovení účinnosti katexových kolonek bylo provedeno s roztokem standardu                  
L-karnitinu o koncentraci 50 mg/l. Před nástřikem vzorku byla kolonka kondiciována 2 ml 
methanolu a 2 ml HPLC vody. Aplikovány byly 2 ml vzorku. K promytí kolonky byly 
použity 2 ml 0,1 M HCl a 2 ml methanolu a k eluci analytu 2 ml 5 % NH4OH v methanolu.  
 
Příprava 0,1 M HCl  
Do 100 ml odměrné baňky bylo pipetováno 810 μl koncentrované HCl do 60 ml HPLC vody. 
Roztok byl promíchán a odměrná baňka byla doplněna HPLC vodou po rysku. 
 
Příprava 5% hydroxidu amonného v methanolu 
Do 100 ml odměrné baňky bylo pipetováno 5 ml koncentrovaného NH4OH do 60 ml 
methanolu. Odměrná baňka byla doplněna HPLC vodou po rysku a roztok promíchán.   
 
3.4.4 Příprava roztoků vzorků 
 
Příprava vzorku Confit energy 
   5 pastilek o celkové hmotnosti 3,7546 g bylo homogenizováno v třecí misce, kvantitativně 
převedeno do 50 ml odměrné baňky a doplněno HPLC vodou po rysku. Před nástřikem na 
kolonu byl roztok vzorku injekční stříkačkou postupně nasáván přes mikrofiltry o rozměrech 
pórů 0,45 μm a 0,22 μm.  
 
Příprava vzorku Lady slim 
   Na analytických vahách bylo naváženo 1,0253 g koktejlu v prášku, kvantitativně převedeno 
do 50 ml odměrné baňky a HPLC vodou doplněno po rysku. Před nástřikem na kolonu byl 
roztok vzorku injekční stříkačkou nasán přes mikrofiltr o rozměrech pórů 0,45 μm. 
  
Příprava vzorku Linie syrovátka 
   Na analytických vahách bylo naváženo 0,5063 g koktejlu v prášku, kvantitativně převedeno 
do 50 ml odměrné baňky a HPLC vodou doplněno po rysku. Před nástřikem na kolonu byl 
roztok vzorku injekční stříkačkou nasán přes mikrofiltr o rozměrech pórů 0,45 μm. 
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Příprava vzorku ViaLinia 
   1 nálevový sáček čaje byl přelit 100 ml vroucí vody a 5 minut luhován. Před nástřikem na 
kolonu byl roztok vzorku injekční stříkačkou nasán přes mikrofiltr o rozměrech pórů 0,22 
μm.  
 
Příprava vzorku ProLinie aktiv 
   Vzorek byl odebrán do kádinky, ponořen na 5 minut do ultrazvukové lázně a bez dalšího 
ředění nastřikován injekční stříkačkou přes o,22 μm mikrofiltr přímo na kolonu. 
 
Příprava vzorku Ultra shake diet 
   Na analytických vahách bylo naváženo  0,5070 g vzorku, kvantitativně převedeno do 50 ml 
odměrné baňky a HPLC vodou doplněno po rysku. Před nástřikem na kolonu byl roztok 
vzorku injekční stříkačkou nasán přes mikrofiltr o rozměrech pórů 0,45 μm. 
 
3.4.5  Eluční data 
   Pomocí softwaru Breeze byly vyhodnoceny retenční časy tR a podle vzorce (2.3) byl 
vypočítán počet teoretických pater kolony N. 
 
3.4.6 Zpracování dat 
   Data byla zpracována softwarem Breeze a požadované parametry metody byly vypočteny 
nebo vyhodnoceny programem Microsoft Excel. 
 
3.4.7 Stanovení L-karnitinu ve vzorcích 
L-karnitin byl ve vzorcích identifikován jako pík, jehož retenční čas se nejvíce blížil 
retenčnímu času standardu. Obsahy L-karnitinu ve zkoumaných vzorcích v mg/l byly 
vypočítány z rovnice regresní přímky kalibrační závislosti standardních roztoků L-karnitinu, 
vytvořené v  programu Microsoft Excel.  
 
3.4.8 Zpracování analytických výsledků [39,  40] 
 
3.4.8.1 Opakovatelnost 
Opakovatelnost metody je definována jako těsnost shody mezi navzájem nezávislými 
výsledky zkoušek získanými za podmínek opakovatelnosti (podmínky, kdy navzájem 
nezávislé výsledky zkoušek se získají opakovaným použitím téže zkušební metody na 
identickém materiálu, v téže laboratoři, týmž pracovníkem, za použití týchž přístrojů 
a zařízení, během krátkého časového rozmezí). 
 
Opakovatelnost je vyjádřena jako relativní směrodatná odchylka RSD: 
( )%
x
sRSD 100⋅= ,           (3.1) 
s – směrodatná odchylka opakovatelnosti z n stanovení,  
x  – průměrná hodnota z n stanovení 
n – počet stanovení 
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Odhad směrodatné odchylky pro n < 10 se vypočítá z rozpětí (R), tj. rozdílu mezi největší 
(xmax) a nejmenší (xmin)hodnotou výsledku v sérii. 
 
R = xmax - xmin                                                                                                                                                                    (3.2) 
 
s = kn.R,                                                                                                                        (3.3) 
 
kde hodnota kn je tabelována.  
 
3.4.8.2  Mez detekce a mez stanovitelnosti 
Mez detekce odpovídá koncentraci, pro kterou je analytický signál statisticky významně odli-
šný od šumu.  Udává skutečnou úroveň signálu, která ještě umožňuje detekci koncentrace.  
U separačních metod se používá k výpočtu meze detekce velikost hodnoty signálu slepého 
pokusu. K dispozici musí být chromatogram slepého pokusu a směrnice kalibrační přímky. 
Z chromatogramu slepého pokusu se určí maximální kolísání základní linie (hmax) v oblasti 
dané dvacetinásobkem pološířky píku stanovovaného analytu. Pro odezvu meze detekce 
platí:  
 
yD = 3hmax                                                                                                                     (3.4) 
 
a pro koncentraci na mezi detekce: 
1b
yy DD = ,                                                                                                                 (3.5) 
přičemž směrnice kalibrační přímky b1 musí vycházet z koncentrační závislosti  
 
y = b1x,  
 
kde y je výška chromatografického píku a ne plocha jak je obvyklé. 
 
Mez stanovitelnosti je nejnižší koncentrace analytu, která může být stanovena s přijatelnou 
mírou správnosti a přesnosti. 
U separačních metod se používá k výpočtu meze stanovitelnosti velikost hodnoty signálu 
slepého pokusu. K dispozici musí být chromatogram slepého pokusu a směrnice kalibrační 
přímky. Z chromatogramu slepého pokusu se určí maximální kolísání základní linie (hmax) 
v oblasti dané dvacetinásobkem pološířky píku stanovovaného analytu. Pro odezvu meze 
stanovitelnosti platí:  
 
ys = 10 hmax,            (3.6) 
 
 a pro mez stanovitelnosti: 
1b
yx s= ,           (3.7) 
přičemž směrnice kalibrační přímky b1 musí vycházet z koncentrační závislosti  
 
y = b1x, kde y je výška chromatografického píku a ne plocha jak je obvyklé. 
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3.4.8.3 Ověření linearity odezvy detektoru 
Stanovení se provede minimálně pro tři různé koncentrace standardní látky pro jednotlivé 
analyty. Korelační koeficient nesmí být nižší než 0,9800 a rozdíly směrnic přímek by neměly 
přesahovat 15%. 
 
3.4.8.4 Interval spolehlivosti průměru 
Je to rozmezí hodnot, v němž s určitou pravděpodobností leží skutečná hodnota výsledku. 
Interval spolehlivosti je tím užší, čím jsou získané výsledky přesnější. Charakterizuje tedy 
spolehlivost výsledku. Počítá se podle toho, kolik změřených hodnot je k dispozici. 
Při n < 10 se interval spolehlivosti L1,2 vypočítá ze vztahu: 
 
L1,2 = x ± KnR,           (3.8) 
 
kde hodnota Kn je tabelována. 
 
3.4.8.5 Ověření správnosti výsledku (Lordův test) 
Ověřujeme, zda získaný průměr výsledků je správný, tj. zda s určitou pravděpodobností 
souhlasí se skutečnou hodnotou. Skutečnou hodnotu  μ měřené veličiny (obsahu složky) však 
neznáme, proto ji v praxi nahrazujeme tzv. konvenčně správnou hodnotou, tj. hodnotou o níž 
jsme se dohodli, že ji budeme považovat za správnou. 
Testem pro ověření správnosti prokazujeme, zda rozdíl x - μ je, nebo není statisticky 
významný. 
Vypočítáme hodnotu u 
R
x
u
μ−= ,            (3.9) 
Kde R je rozpětí (vzorec 3.2), x  je průměr naměřených výsledků a μ je hodnota deklarovaná 
výrobcem. 
U srovnáme s kritickou hodnotou uα tabelovanou pro určité n. Je-li u > uα, je rozdíl μ−x  
statisticky nevýznamný. 
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4. VÝSLEDKY A DISKUSE 
 
4.1 Sestrojení kalibračních křivek 
Kalibrační křivky byly sestrojeny v širokém rozmezí koncentrací od 4 do 50 mg/l 
standardů pro vlnovou délku 205 nm. Jako mobilní fáze byla použita směs 
acetonitril/fosfátový pufr 65:35, průtok 0,8 ml/min. Kolona byla temperována na 25 °C. 
Doba analýzy byla nastavena na 18 minut. 
 
Kalibrační křivka O-Acetyl-L-karnitin HCl
y = 923,68x- 846,92
R2 = 0,9989
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Obr.4.1: Kalibrační křivka O-Acetyl-L-karnitin HCl  
 
 
Obr.4.2: Chromatogram O-acetyl-L-karnitin HCl o koncentraci 50 mg/l 
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Kalibrační křivka L-karnitinu
y = 964,9x -710,85
R2 = 0,9986
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0br.4.3: Kalibrační křivka L-karnitinu 
 
 
 
Obr.4.4: Chromatogram L-karnitinu o koncentraci 50 mg/l 
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Kalibrační křivka D/L-karnitin chloridu
y = 807,52x - 183,2
R2 = 0,9984
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Obr.4.5: Kalibrační křivka D/L karnitin HCl 
 
 
 
Obr.4.6: Chromatogram D/L-karnitin HCl o koncentraci 50 mg/l 
 
 45
Kalibrační křivka karnitin fumarátu
y = 538,68x + 26,142
R2 = 0,9994
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Obr. 4.7: Kalibrační křivka karnitin fumarátu 
 
 
 
Obr.4.8: Chromatogram karnitin fumarátu o koncentraci 50 mg/l 
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Obr.4.9: Chromatogram směsného standardu o molární koncentraci 5 mmol/l 
Pík 1 – O-acetyl-L-karnitin HCl 
Pík 2 – L-karnitin, D/L karnitin HCl, L-karnitin-L-tartrát 
Pík 3 – HCl pocházející z D/L karnitin HCl a O-Acetyl-L-karnitin HCl 
Pík 4 – kyselina vinná, pocházející z L-karnitin-L-tartrátu 
 
Eluční data 
L-Karnitin, D/L-karnitin HCl, karnitin fumarát i L-karnitin-L-tartrát mají shodný retenční 
čas, a sice 11,129 min. Pouze O-acetyl-L-karnitin HCl je zachycen detektorem už v čase 
9,237 min. Počet teoretických pater, vypočítaný podle vzorce (2.3) se snížil po 229 analýzách 
z N = 3826 na N = 3259. Ke stanovení byl použit záznam z chromatogramu standardu 
L-karnitinu o koncentraci 50 mg/l. 
 
Ověření linearity detektoru 
Linearita detektoru byla ověřena u všech L-karnitinových standardů. Kalibrační křivky 
všech standardů byly v širokém rozsahu koncentrací (4 až 50 mg/l) lineární. Korelační 
koeficienty všech standardů byly vyšší než 0,98, metoda je tedy přijatelná pro stanovení      
L-karnitinu. 
 
Mez detekce a mez stanovitelnosti 
Mez detekce byla stanovena podle postupu uvedeného v kapitole 3.2.1.2. Ze záznamu 
šumu detektoru bylo určeno maximální kolísání základní linie v oblasti dané 
dvacetinásobkem pološířky píku. Pro příkladné vyhodnocení byl použit pík chromatogramu 
standardu L-karnitinu o koncentraci 50 mg/l. Pološírka píku, stanovená z chromatogramu 
standardu L-karnitinu  byla 0,35 minut. Dvacetinásobek pološířky píku je tedy 7 minut. 
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Obr.4.10: Záznam šumu detektoru 
 
 
Obr.4.11: Maximální kolísání základní linie 
 
Maximální kolísání základní linie je hmax = 0,08 mAU 
Pro odezvu meze detekce platí:   
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Obr.4.12: Kalibrační křivka L-karnitinu 
 
Z rovnice regresní přímky sestrojené kalibrační křivky(obr.4.12), sestrojené jako závislost 
výšky píku na koncentraci, byla určena směrnice b1 = 49,419. 
 
Koncentrace na mezi detekce:  
mg/l0,004856==
=
419,49
24,0
1
d
d
d
x
b
yx
 
 
Mez stanovitelnosti byla stanovena stejným způsobem, přičemž: 
8,008,010
10 max
=⋅=
⋅=
s
s
y
hy
 
Pro koncentraci na mezi stanovitelnosti tedy platí: 
mg/l0,01618==
=
419,49
8,0
1
s
s
s
x
b
yx
 
Mez detekce i mez stanovitelnosti byla stanovena výše uvedeným postupem pro všechny 
typy standardů. Výsledky jsou přehledně shrnuty v tabulce 4.7. 
 49
  Tab. 4.7:  Mez detekce a stanovitelnosti pro jednotlivé standardy 
Standard Směrnice b1 
Mez detekce (mg/l) Mez stanovitelnosti (mg/l) 
L-karnitin 49,419 0,0049 0,0162 
D/L karnitin HCl 37,499 0,0072 0,0240 
O-Acetyl-L-karnitin HCl 52,841 0,0045 0,0151 
Karnitin fumarát 32,414 0,0058 0,0191 
 
4.2 Ověření správnosti použití L-karnitinu jako standardu 
Do potravních doplňků je L-karnitin nejčastěji přidáván z důvodu hygroskopičnosti 
čistého L-karnitinu ve formě soli L-karnitin-L-tartrátu (směs L-karnitinu a kyseliny vinné) 
a to asi ve dvojnásobné dávce oproti čistému L-karnitinu(obsah L-karnitinu je 68%).  
Vzhledem k nedostupnosti standardu L-karnitin tartrátu bylo nutno ověřit možnost použití 
standardu L-karnitinu ke stanovení množství L-karnitinu ve vzorcích. 
 
 
Obr.4.13: Chromatogram L-karnitin-L-tartrátu  
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Obr.4.14: Chromatogram kyseliny vinné 
 
Retenční čas L-karnitin-L-tartrátu je shodný s retenčním časem L-karnitinu (viz. obr. 4.9     
a 4.13). Množství L-karnitinu uváděné výrobcem již bývá přepočteno na koncentraci                
L-karnitinu, proto mohl být standard L-karnitinu použit ke stanovení množství L-karnitinu ve 
vzorcích. 
 
4.3 Úprava vzorků před HPLC analýzou  
 
4.3.1 Filtrace 
a)     Vzorek koktejlu Ultra shake diet připravený dle návodu na obale (25 g do 150 ml vody) 
nebylo možno filtrovat. Roztok byl příliš viskózní(vzorek obsahuje velké množství 
vlákniny a bílkovin) a ucpal póry filtračního papíru (125) i frity. Byla použita 
i centrifuga (4000 otáček, 10 min), ovšem také bez pozitivního výsledku. Odstředění 
interferujících látek bylo zanedbatelné. 
b)    Připravený roztok vzorku (viz. kapitola 3.4.3.1) bylo možno filtrovat i přes mikrofiltr 
0,45 μm.  
 
4.3.2 Extrakce kapalina-kapalina 
Slepý pokus extrakce s chloroformem 
Analýzou bylo ve vodné fázi stanoveno pouze 60 % L-karnitinu, z čehož plyne, že 40 % 
L-karnitinu přešlo do rozpouštědla. 
 
Slepý pokus extrakce s petroletherem 
Stejným postupem byla provedena extrakce petroletherem. Ve vodné fázi bylo stanoveno  65 
% L-karnitinu z celkového množství. 
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Vzorek 
10 minutovou extrakcí roztoku vzorku s chloroformem(i petroletherem) se vodná 
s organickou fází spojila a vytvořila se emulze.  
 
4.3.3  Srážení bílkovin Carrezovými činidly 
Analýza připraveného vzorku byla provedena třikrát a výsledek ověřen slepým pokusem 
se standardním roztokem L-karnitinu. Po proměření vzorku bylo zjištěno, že asi 26 % 
L-karnitinu se sráží Carrezovými činidly spolu s bílkovinami. Výtěžnost této metody je tedy 
max. 74 %. Chromatogram vzorku se navíc odstraněním bílkovin nezjednodušil, tudíž nebyla 
tato metoda dále používána. 
 
4.3.4 Extrakce na pevné fázi 
1) Účinnost C18-E kolonek 
Analyzovány byly všechny tři frakce (nanesení vzorku, promytí vodou, eluce 
methanolem). V první frakci bylo stanoveno asi 20 % analytu, což bylo způsobeno 
nekvantitativním nasorbováním analytu,  v druhé frakci rovněž 20 % analytu, tzn. že analyt 
nebyl nasorbován na kolonce dostatečně silně a v reálném vzorku by byl vyloučen z kolonky 
společně s nečistotami. Ve třetí frakci byly stanoveny pouhé 2 % analytu. Převážná část 
standardu zůstala zachycena v SPE kolonce, nebyl tedy použit dostatečně silný eluční roztok. 
Aby mohla být kolonka C 18-E používána k izolaci karnitinu, musel by být upraven celý 
postup.  
 
2) Účinnost NH2 kolonek 
c) Zachyceny a analyzovány byly všechny tři frakce (nanesení vzorku, promytí 
hexanem, eluce MF). První frakce obsahovala 55 % analytu, což svědčí 
o nedostatečném nasorbování analytu na kolonku. V druhé frakci bylo stanoveno 18 
% analytu, a ve třetí pouhé 3 % analytu. Zbytek, tedy 24 % analytu zůstalo zachyceno 
v kolonce. 
d) Analyzovány byly všechny tři frakce(nanesení vzorku, promytí vodou, eluce MF), 
přičemž veškerý analyt byl stanoven v první frakci, tudíž se do kolonky vůbec 
nenasorboval. 
 
Kolonka s NH2 sorbentem dle výše uvedeného experimentu také neprokázala dostatečnou 
účinnost pro izolaci L-karnitinu ze vzorku. 
 
3) Účinnost MCX kolonek 
Analyzovány byly všechny tři frakce(nanesení vzorku, promytí vodou a methanolem 
a eluce 5% NH4OH v methanolu. První frakce obsahovala 7 % analytu, druhá 55 %, a třetí 35 
% analytu. Z uvedeného experimentu vyplývá, že použitím silnějšího katexu jako sorbentu 
a úpravou postupu pro promývání kolonky by mohlo být dosaženo poměrně vysoké účinnosti 
pro izolaci L-karnitinu ze vzorku. 
 
   Výsledky výše uvedených experimentů dokazují, že pro úpravu reálných vzorků před 
samotnou analýzou se nejefektivněji jeví SPE metoda s katexem, ovšem s použitím silnějšího 
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katexu jako sorbentu a nutnou úpravou postupu promývání kolonky, aby byl analyt 
v sorbentu zadržen až do konečné eluce. Z časových důvodů nebyla SPE metoda pro izolaci 
karnitinu ze vzorku v této diplomové práci dále rozvíjena. V rozsahu této diplomové práce 
byla jako zatím postačující technika úpravy vzorků zvolena pouze filtrace zředěných roztoků 
(viz kapitola 3.4.4). 
 
4.4 Stanovení L-karnitinu v potravních doplňcích 
Měření bylo provedeno s mobilní fází acetonitril/fosfátový pufr (65:35) při průtoku 0,8 
ml/min, při teplotě 25 °C a vlnové délce 205 nm. Každý vzorek byl před vlastní analýzou 
odplyněn v ultrazvukové lázni po dobu 5 minut. Odplyněný vzorek byl poté nasán přes 
mikrofiltr do injekční stříkačky a nastříknut na kolonu. Každý vzorek byl proměřen třikrát  
a mezi jednotlivými analýzami byla kolona promývána mobilní fází při průtoku 0,8 ml/min 
po dobu 30 minut.   
 
CONFIT ENERGY 
 
Tab. 4.1: Naměřené hodnoty Confit energy 
n Plocha píku Koncentrace (mg/l) 
1 237659 246.3 
2 238213 246.9 
3 238612 247.3 
x  238161 246,8 
 
R = 1,0 mg/l 
s = 0,5908 mg/l                                                                        pro n = 3 je kn = 0,5908 
RSD = 0.239 % 
 
Interval spolehlivosti průměru 
L1,2 = 246.8 ± 1,30 mg/l                                                           pro n = 3 je Kn = 1,30 
 
Ověření správnosti výsledku (Lordův test) 
Jako správná hodnota byla použita hodnota udávaná výrobcem (247 mg/l). 
u = 0,167 
pro n = 3 je hodnota uα = 1,304 > u 
 
Rozdíl mezi průměrem naměřených hodnot a hodnotou udávanou výrobcem není statisticky 
významný. 
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Obr. 4.15: Chromatogram Confit Energy 
 
LADY SLIM 
 
Tab. 4.2: Naměřené hodnoty Lady Slim 
n Plocha píku Koncentrace (mg/l) 
1 48387.9 50.1 
2 48480,9 50.2 
3 50044,9 50.9 
x  48971,2 50,8 
 
R = 1,8 mg/l 
s = 1,0634 mg/l 
RSD = 2,096 % 
 
Interval spolehlivosti průměru 
L1,2 = 50,8 ± 2,34 mg/l 
Kn = 1,30 pro n = 3 
 
Ověření správnosti výsledku (Lordův test) 
Jako správná hodnota byla použita hodnota udávaná výrobcem (51,2 mg/l). 
u = 0,259 
pro n = 3 je hodnota uα = 1,304 > u 
 
Rozdíl mezi průměrem naměřených hodnot a hodnotou udávanou výrobcem není statisticky 
významný. 
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Obr. 4.16: Chromatogram Lady Slim 
 
NÁPOJ LINIE SYROVÁTKA 
 
Tab. 4.3: Naměřené hodnoty Linie Syrovátka 
n Plocha píku Koncentrace (mg/l) 
1 97482 101,0 
2 98192 101.8 
3 98937 102.5 
x  98204 101,8 
  
R = 1,5 mg/l 
s = 0.8862 mg/l 
RSD = 0.871 % 
 
Interval spolehlivosti průměru 
L1,2 = 101,8 ± 1,95 mg/l 
Kn = 1,30 pro n = 3 
 
Ověření správnosti výsledku (Lordův test) 
Jako správná hodnota byla použita hodnota udávaná výrobcem (101,3 mg/l). 
u = 0,311 
pro n = 3 je hodnota uα = 1,304 > u 
 
Rozdíl mezi průměrem naměřených hodnot a hodnotou udávanou výrobcem není statisticky 
významný. 
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Obr.4.17: Chromatogram Linie Syrovátka 
 
ČAJ VIALINIA 
 
Tab. 4.4: Naměřené hodnoty ViLinia 
n Plocha píku Koncentrace (mg/l) 
1 621106 644,4 
2 604536 627,3 
3 623136 646,5 
x  616259 639,4 
 
R = 19,2 mg/l 
s = 11,3433 mg/l 
RSD = 1,774 % 
 
Interval spolehlivosti průměru 
L1,2 = 639,4 ± 24,96 mg/l 
Kn = 1,30 pro n = 3 
 
Ověření správnosti výsledku (Lordův test) 
Jako správná hodnota byla použita hodnota udávaná výrobcem (680 mg/l). 
u = 2,11 
pro n = 3 je hodnota uα = 1,304 < u 
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Rozdíl mezi průměrem naměřených hodnot a hodnotou udávanou výrobcem je statisticky 
významný. 
 
 
Obr.4.18: Chromatogram čaje ViaLinia 
 
PODĚBRADKA PROLINIE AKTIV 
 
Tab. 4.5: Naměřené hodnoty poděbradky ProLinie aktiv 
n Plocha píku Koncentrace (mg/l) 
1 78495 82,1 
2 75944 79,4 
3 77339 80,9 
x  73969 80,8 
 
R = 2,7 mg/l 
s = 1,5952 mg/l 
RSD = 1,974 % 
 
Interval spolehlivosti průměru 
L1,2 = 80,8 ± 3,51 mg/l 
Kn = 1,30 pro n = 3 
 
Ověření správnosti výsledku (Lordův test) 
Jako správná hodnota byla použita hodnota udávaná výrobcem (100 mg/l). 
u = 7,11 
pro n = 3 je hodnota uα = 1,304 < u 
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Rozdíl mezi průměrem naměřených hodnot a hodnotou udávanou výrobcem je statisticky 
významný. 
 
Obr. 4.19: Chromatogram Poděbradky Proline aktiv 
 
ULTRA SHAKE DIET 
 
Tab. 4.6: Naměřené hodnoty koktejlu Ultra Shake 
n Plocha píku Koncentrace (mg/l) 
1 47429 49,9 
2 47830 50,3 
3 46089 48,5 
x  47116 49,6 
 
R = 1,8 mg/l 
s = 1,0634 mg/l 
RSD = 2,145 %  
 
Interval spolehlivosti průměru 
L1,2 = 49,6 ± 2,34 mg/l 
Kn = 1,30 pro n = 3 
 
Ověření správnosti výsledku (Lordův test) 
Jako správná hodnota byla použita hodnota udávaná výrobcem (50,8 mg/l). 
u = 0,685 
pro n = 3 je hodnota uα = 1,304 > u 
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Rozdíl mezi průměrem naměřených hodnot a hodnotou udávanou výrobcem není statisticky 
významný. 
 
 
Obr.4.20: Chromatogram Ultra Diet Shake 
 
Tab.4.8: Výsledky stanovovaných potravních doplňků 
Vzorek Deklarace na obale 
(mg/l) 
Stanoveno (mg/l) RSD (%) 
Confit energy 247,0  246.8 ± 1,30 0.239 
Lady slim 51,2     50,8 ± 2,34 2,096 
Linie syrovátka 101,3   101,8 ± 1,95 0.871 
ViaLinia 680,0     639.4 ± 24,96 1.774 
Poděbradka ProLinie aktiv 100,0     80,8 ± 3,51 1,974 
Ultra diet shake 50,8     49.6 ± 2,34 2.145 
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5. ZÁVĚR 
V teoretické části této diplomové práce byla zpracována literární rešerše, shrnující 
nejnovější poznatky z oblasti studia karnitinu, zejména jeho metabolické účinky a současné 
využití ve výživě člověka. Dále byl zpracován přehled analytických metod používaných ke 
stanovení karnitinu ve vzorku.  
L-karnitin byl analyzován ve vzorcích potravních doplňků. Vzorky ve formě tablet 
a nápojů nevyžadovaly speciální úpravu před analýzou. Píky byly od sebe dostatečně 
oddělené, tudíž i stanovení L-karnitinu poměrně přesné. Problematická byla ovšem úprava 
matrice koktejlů v prášku, obsahujících velké množství interferujících složek, převážně 
sacharidů a bílkovin.  
Hlavním záměrem experimentální části byl tedy výběr vhodné předseparační metody pro 
přípravu vzorků koktejlů v prášku. Byla zkoušena efektivita extrakce kapalina-
kapalina s použitím polárního (chloroform) i nepolárního rozpouštědla (petrolether), srážení 
vzorku Carrezovými činidly a SPE extrakce. Z výše uvedených metod se jevila jako 
nejvhodnější pro úpravu dané matrice extrakce na pevné fázi s kationtově výměnnou 
kolonkou MCX, ovšem ani ta nebyla z časových důvodů optimalizována.  
Pro koncové stanovení L-karnitinu v potravních doplňcích byla vybrána metoda HPLC 
s obrácenými fázemi a UV-VIS detekcí, jejíž aplikovatelnost pro L-karnitin byla ověřena již 
v diplomové práci Martina Váni, zabývající se stanovením L-karnitinu v energetických 
nápojích. Byla použita kolona SUPELCOSIL LC-NH2 (250 x 4,6 mm) s účinností 3826 
pater, mobilní fáze směs acetonitril/fosfátový pufr v poměru 65 : 35 a detekce při vlnové 
délce 205 nm. Porovnány byly retenční časy čtyř různých standardů karnitinu. U L-karnitinu, 
D/L karnitin HCl a karnitin fumarátu byl detekován stejný retenční čas a sice 11,129 min. 
Pouze O-acetyl-L-karnitin HCl byl zachycen detektorem už v čase 9,237 min. U všech 
standardů byla prokázána linearita odezvy detektoru v rozsahu koncentrací 4 až 50 mg/l.  
Celkem bylo analyzováno šest vzorků potravních doplňků. Vzorky koktejlů Ultra diet 
shake, Lady Slim a Syrovátkový nápoj Linie obsahovaly deklarované množství karnitinu, 
uváděné výrobcem. Rozdíl hodnot stanoveného a deklarovaného množství L-karnitinu 
v pastilkách Confit energy také nebyl statisticky významný. Oproti tomu výrobky čaj 
Vialinia a Poděbradka ProLinie aktiv obsahovaly nižší množství L-karnitinu než výrobce 
uváděl na obale. V čaji ViaLinia bylo detekováno 639.4 ± 24,96 mg/l L-karnitinu 
z deklarovaného množství 680 mg/l a v Poděbradce ProLinie aktiv 80,8 ± 3,51 mg/l ze 100 
mg/l obsahu L-karnitinu uváděného výrobcem. 
Tato práce by mohla v budoucnu pokračovat optimalizací SPE metody pro separaci 
L-karnitinu ze složité matrice, jako jsou koktejly s vysokým obsahem bílkovin a sacharidů. 
Dosáhlo by se tak lepšího chromatografického oddělení píku karnitinu od interferujících 
složek a tím i daleko vyšší přesnosti stanovení. 
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7. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
 
   ATP              adenosintrifosfát 
   ESI                ionizace elektrosprejem 
   FAB              náraz rychlých atomů 
   FDA              Úřad pro kontrolu potravin a léčiv 
   FEP               kopolymer perfluorovaného polyetylénu a polypropylénu 
   GABA           kyselina γ-aminomáselná 
   GC                 plynová chromatografie 
   GC-MS          plynová chromatografie s hmotnostní detekcí 
HPLC             vysoce účinná kapalinová chromatografie 
NP-HPLC      vysoce účinná kapalinová chromatografie s normálními fázemi 
RP-HPLC      vysoce účinná kapalinová chromatografie s obrácenými fázemi 
   MF                 mobilní fáze 
   MS                 hmotnostní spektrometrie 
   OCNT           neutrální organický kation transport 
   PTFE             polytetrafluoroethylen 
   RSD               relativní směrodatná odchylka 
SPE                extrakce na pevné fázi 
UV-VIS         ultrafialová – viditelná oblast světla 
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9. PŘÍLOHY 
 
 
 
Příloha č. 1: Snímek použitého chromatografického systému 
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